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Résumé 
L’hypertension artérielle essentielle (HTA) est une pathologie complexe, 
multifactorielle et à forte composante génétique. L’impact de la variabilité dans le nombre 
de copies sur l’HTA est encore peu connu. Nous envisagions que des variants dans le 
nombre de copies (CNVs) communs pourraient augmenter ou diminuer le risque pour 
l’HTA. Nous avons exploré cette hypothèse en réalisant des associations pangénomiques de 
CNVs avec l’HTA et avec l’HTA et le diabète de type 2 (DT2), chez 21 familles du 
Saguenay-Lac-St-Jean (SLSJ) caractérisées par un développement précoce de l’HTA et de 
la dyslipidémie. Pour la réplication, nous disposions, d’une part, de 3349 sujets diabétiques 
de la cohorte ADVANCE sélectionnés pour des complications vasculaires. D’autre part, de 
187 sujets de la cohorte Tchèque Post-MONICA (CTPM), choisis selon la 
présence/absence d’albuminurie et/ou de syndrome métabolique. Finalement, 134 sujets de 
la cohorte CARTaGENE ont été analysés pour la validation fonctionnelle.  
Nous avons détecté deux nouveaux loci, régions de CNVs (CNVRs) à effets quantitatifs sur 
17q21.31, associés à l’hypertension et au DT2 chez les sujets SLSJ et associés à 
l’hypertension chez les diabétiques ADVANCE. Un modèle statistique incluant les deux 
variants a permis de souligner le rôle essentiel du locus CNVR1 sur l’insulino-résistance, la 
précocité et la durée du diabète, ainsi que sur le risque cardiovasculaire. CNVR1 régule 
l’expression du pseudogène LOC644172 dont le dosage est associé à la prévalence de 
l’HTA, du DT2 et plus particulièrement au risque cardiovasculaire et à l’âge vasculaire 
(P<2×10-16). Nos résultats suggèrent que les porteurs de la duplication au locus CNVR1 
développent précocement une anomalie de la fonction bêta pancréatique et de l’insulino-
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résistance, dues à un dosage élevé de LOC644172 qui perturberait, en retour, la régulation 
du gène paralogue fonctionnel, MAPK8IP1. 
Nous avons également avons identifié six CNVRs hautement hérités et associés à l'HTA 
chez les sujets SLSJ. Le score des effets combinés de ces CNVRs est apparu positivement 
et étroitement relié à la prévalence de l’HTA (P=2×10-10) et à l’âge de diagnostic de l’HTA. 
Dans la population SLSJ, le score des effets combinés présente une statistique C, pour 
l’HTA, de 0.71 et apparaît aussi performant que le score de risque Framingham pour la 
prédiction de l’HTA chez les moins de 25 ans. Un seul nouveau locus de CNVR sur 
19q13.12, où la délétion est associée à un risque pour l’HTA, a été confirmé chez les 
Caucasiens CTPM. Ce CNVR englobe le gène FFAR3. Chez la souris, il a été démontré 
que l’action hypotensive du propionate est en partie médiée par Ffar3, à travers une 
interférence entre la flore intestinale et les systèmes cardiovasculaire et rénal. 
Les CNVRs identifiées dans cette étude, affectent des gènes ou sont localisées dans des 
QTLs reliés majoritairement aux réponses inflammatoires et immunitaires, au système rénal 
ainsi qu’aux lésions/réparations rénales ou à la spéciation. Cette étude suggère que 
l’étiologie de l’HTA ou de l’HTA associée au DT2 est affectée par des effets additifs ou 
interactifs de CNVRs.  
 
Mots-clés : Associations pangénomiques, Hypertension (HTA), Diabète de type 2 (DT2), 
Région de variabilité dans le nombre de copies (CNVR), Variant dans le nombre de copies 
(CNV), Loci de caractères quantitatifs (QTL) 
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Abstract 
Essential hypertension (HT) is a multifactorial complex disease with a strong 
genetic component. However, little is known about the effects of copy number variance on 
HT. We hypothesized common Copy Number Variants (CNVs) could increase or decrease 
the risk for HT. We performed GWAS of CNVs with HT and, with HT and Type 2 
Diabetes (T2D), in 21 families of the Saguenay-Lac-St-Jean region of Quebec (FC) 
affected by early-onset hypertension and dyslipidemia. Replication was tested in a cohort of 
3349 unrelated diabetic subjects of Caucasian origin from the ADVANCE trial. Replication 
was also tested in 187 individuals from the Czech Post-Monica (CPM) cross-sectional 
survey, ascertained by the presence/absence of albuminuria and/or metabolic syndrome. We 
performed locus-specific transcriptional analyses in 134 subjects from the CARTaGENE 
population cohort.  
We identified two CNV Regions (CNVRs), at 17q21.31, associated with HT and T2D in 
FC and associated with hypertension in ADVANCE diabetics. A statistical model of 
association including both CNVRs underlined the main effect size of CNVR1 on insulin 
resistance, T2D early onset and duration, and risk for cardiovascular diseases (CVD). 
CNVR1 appeared to influence LOC644172 expression, whose transcript abundance was 
associated with the prevalence of HT and T2D, and strongly with the risk of CVD and 
vascular age (P<2×10-16). Our results suggest carriers of copy-number gain at these 
17q21.31 loci, principally at the CNVR1 locus, undergo premature β-cell functional 
deregulation and insulin resistance, due to increase dosage of the LOC644172 pseudogene, 
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which might in turn affect the regulation of expression of its functional paralog, 
MAPK8IP1. 
We also report six different CNVR loci, highly heritable and contributing to the risk of 
hypertension, in French Canadians. The combined CNV risk score appeared robustly 
related to prevalence of hypertension (p=2×10-10) and age at diagnosis of hypertension. In 
FC, this combined CNV risk score model showed a C-statistic of 0.71 for HT and appeared 
as powerful as Framingham HT risk score in predicting hypertension in individuals aged 
less than 25. We validated the association of a new locus, 19q13.12 deletion-CNVR, with 
hypertension, in CPM. FFAR3 surrounds this 19q13.12 deletion-CNVR. It has been 
demonstrated that in mice, a portion of propionate hypotensive effect is mediated by Ffar3, 
and involves a cross-talk between the gut microbiota and the renal-cardiovascular system. 
The identified CNVRs appear to influence genes and QTLs mainly related to immune and 
inflammatory responses and renal damaged and repair. Some CNVRs are exclusive to 
primates. This study suggests that additive and interactive actions of multiple copy-number 
variants are involved in the etiology of hypertension or of hypertension associated with 
T2D. 
 
Keywords : Genome wide association study (GWAS), Hypertension (HT), Type 2 
Diabetes (T2D), Copy Number Variant Region (CNVR), Copy Number Variant (CNV), 
Quantitative Trait Loci (QTL) 
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INTRODUCTION 
 
I-L’hypertension artérielle 
L’hypertension artérielle est une condition chronique survenant lorsque la pression 
sanguine demeure haute. Elle est communément définie comme une pression artérielle 
systolique supérieure ou égale à 140 mm Hg et/ou une pression artérielle diastolique 
supérieure ou égale à 90 mm Hg [1]. L’hypertension essentielle est une pathologie 
idiopathique complexe, multifactorielle et héréditaire. Ainsi, de nombreux facteurs 
génétiques et environnementaux sont impliqués dans l’étiologie de l’hypertension 
essentielle qui représente environ 90% des cas d’hypertension chez l’adulte. L’hypertension 
secondaire représente environ 10% des cas d’hypertension artérielle et paraît découler de 
conditions clairement identifiées. L'incidence de l’hypertension artérielle augmente dans le 
monde entier où cette pathologie constitue un important problème de santé publique. En 
effet, l’hypertension artérielle est un facteur de risque majeur pour les maladies 
cardiovasculaires. De plus, son association fréquente avec des anomalies métaboliques 
accroît considérablement le développement des pathologies cardiovasculaires.  
 
1.1- Physiopathologie de l’hypertension artérielle 
1.1.1- Des déterminants biologiques de base 
La pression sanguine ou tension artérielle représente la pression qu’exerce le sang sur la 
paroi des artères. Elle dépend du débit cardiaque, du volume sanguin et de la contractilité 
des petites artères et des artérioles [2]. Elle est régulée par de nombreux facteurs d’ordre 
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hémodynamique, neuroendocrine, cellulaire, moléculaire ou relatifs à la structure 
vasculaire. Des anomalies dans ces différents facteurs entrainent l’apparition de 
l’hypertension artérielle (HTA) essentielle. D’un point de vue hémodynamique, l’HTA peut 
résulter d’une augmentation du débit cardiaque ou de résistances périphériques dues à des 
agents vasoconstricteurs. De plus, l’hyperplasie des cellules du muscle lisse, constituerait 
l’une des causes principales de la résistance vasculaire caractéristique de nombreux cas 
d’HTA [3-5]. En effet, la rigidité artérielle augmente avec l’hypertension et chez le patient 
athéromateux [6]. 
En ce qui à trait au rein, il joue un rôle central dans la relation pression artérielle- 
natriurèse. L’apparition de l’hypertension est associée à une dérégulation de ce système et à 
un déficit de l’excrétion sodée. D’une part, l’activation du système rénine-angiotensine-
aldostérone (SRAA) entraine l’augmentation de la pression artérielle via la rétention sodée 
et la vasoconstriction des artères rénales [7]. Ainsi, chez l’humain, une sténose de l’artère 
rénale induit une HTA rénovasculaire, s’accompagnant d’une hypersécrétion de rénine. 
L’hyperaldostéronisme primaire (syndrome de Conn) et secondaire (associée à la rétention 
sodée) s’accompagnent également d’hypertension artérielle. La formation d’angiotensine II 
est assurée par l’Enzyme de Conversion de l’Angiotensine (ECA), dont les inhibiteurs 
(IEC) constituent les médicaments les plus utilisés pour contrôler l’hypertension. De plus, 
les récepteurs AT1, principaux médiateurs de l’action de l’angiotensine II sur la pression 
artérielle, sont les cibles de médicaments antihypertenseurs, les antagonistes des récepteurs 
de l’angiotensine II (ARA2). 
D’autre part, le système nerveux sympathique (SNS) agit sur les vaisseaux directement à 
travers les récepteurs alpha et indirectement via le système rénine-angiotensine-aldostérone 
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[8]. Les prostaglandines, produites par le tissu-cible et les récepteurs alpha et bêta-
adrénergiques pré-sympathiques, modulent la libération des catécholamines (noradrénaline 
et adrénaline) stockées dans la médullo-surrénale et les terminaisons synaptiques. 
L’hypertension artérielle peut résulter d’une hyperactivité du SNS et/ou d’une 
hypersécrétion des catécholamines (ex. phéochromocytome). En effet, les bêtabloquants 
sont des médicaments hypotenseurs qui obstruent ou inhibent l’action des médiateurs du 
système adrénergique tels que l’adrénaline. De plus, les antihypertenseurs centraux 
diminuent le tonus sympathique vasoconstricteur. 
L’ensemble des facteurs décrits plus haut sont inter-reliés et l’hypertension artérielle 
hyperkinétique du jeune, caractérisée par une élévation du débit cardiaque, constitue une 
illustration de l’interrelation système nerveux sympathique - système rénine-angiotensine-
aldostérone. Ce syndrome s’accompagne également de résistances vasculaires systémiques. 
 
1.1.2- Des facteurs de risque 
Le sexe, l’ethnicité, la sensibilité au sodium, la sédentarité, la consommation 
d’alcool et de tabac, ainsi que l’âge influencent aussi la pression artérielle [1].  
  1.1.2a- Sexe et ethnicité 
Ainsi, chez les Caucasiens, les femmes pré-ménopausées sont communément moins 
hypertendues que les hommes d’âge similaire [9]. Ce qui suggère un rôle protecteur des 
œstrogènes ou témoigne d’une exposition moindre aux facteurs de risque. Toutefois, les 
femmes de descendance africaine semblent développer l’hypertension artérielle plus 
précocement et ont tendance à être plus hypertendues que les hommes [10][11]. En général, 
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les individus de descendance africaine sont plus hypertendus que la plupart des autres 
groupes ethniques. Par exemple, aux États-Unis, la prévalence de l’hypertension chez les 
Africains-Américains varie entre 43-44%, alors qu’elle est de 30% chez les Européens-
Américains et de 26% chez les Mexicains-Américains [12]. Dans la population de 
descendance africaine, la prévalence accrue se caractérise principalement par des degrés 
plus importants d’hypertrophie du ventricule gauche [13], et par une tendance plus réduite 
de la pression à décroître durant le sommeil [14]. Dans cette population, les dommages 
rénaux sont plus importants (haute prévalence d’insuffisance rénale au stade final [15]).  
  1.1.2b- Sensibilité au sodium et sédentarité 
Le sodium induit une augmentation de la résistance vasculaire et de l’hypertension 
artérielle (HTA). La sensibilité au sodium résulterait d’un déséquilibre entre les 
mécanismes hormonaux [15], neuronaux [16], hémodynamiques [17] et/ou génétiques [18] 
changeant l’équilibre sodé à travers des modifications dans la filtration glomérulaire ou 
dans la réabsorption tubulaire. Elle apparaît plus importante chez les hypertendus Africains-
Américains (72%) que chez les hypertendus Européens-Américains (56%) [19]. D’autre 
part, la sédentarité ou l’inactivité physique favorise la prise de poids, l’HTA et les troubles 
des métabolismes glucidique et lipidique. La pratique d’exercice physique régulier (30-45 
minutes au moins 4 jours par semaine) protégerait contre le développement de pathologies 
cardiovasculaires [20]. En effet, l’activité physique induit la baisse de pression artérielle, 
améliore l’équilibre glycémique, favorise l’élévation du bon cholestérol (c-HDL) et 
diminue la résistance à l’insuline [21]. 
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  1.1.2c- Alcool et tabagisme 
Une consommation modérée et régulière d’alcool paraît avoir un effet protecteur 
contre l’hypertension et ses complications cardiovasculaires associées [23], du en partie à 
une action anti-inflammatoire [24]. Cependant, une consommation excessive d’alcool (>30 
ml ∕ jour) [25] augmente la pression artérielle et les complications cardiovasculaires liées à 
l’hypertension. Les larges quantités d’alcool (plus de 2 portions par jour) induiraient une 
augmentation du débit cardiaque et du volume sanguin, possiblement à travers une 
stimulation du système nerveux sympathique [26]. De plus, l’alcool altèrerait les 
membranes cellulaires, permettant l’entrée du calcium vraisemblablement via l’inhibition 
du transport de sodium [27]. D’autre part, la nicotine augmente la pression artérielle à 
travers une stimulation de la libération de norépinéphrine, au niveau des terminaisons 
nerveuses adrénergiques. De plus, le tabac induit une réduction accrue de la compliance de 
l’artère radiale, indépendamment de l’augmentation de la pression artérielle [28]. Le tabac 
majore également le risque de thrombose, renforce l’ischémie myocardique et potentialise 
les troubles du risque cardiaque. De plus, Nikpay et al. [29] ont souligné le rôle central de 
la plasticité synaptique dans la convergence substantielle entre les déterminants génétiques 
de la consommation de substances psychoactives (tabac, alcool et café), du stress, de 
l’obésité et des traits hémodynamiques (pression artérielle et fréquence cardiaque). 
 
1.1.2d- L’âge 
La prévalence de l’HTA augmente avec l’âge et 60-70% des sujets âgés de plus de 
70 ans sont atteints d’hypertension artérielle. L’âge pourrait refléter l’exposition prolongée 
aux autres facteurs de risque. En effet, Hamet et al. ont montré que l’hypertension accélère 
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la sénescence des cellules cardiovasculaires [30]. De plus, la rigidité artérielle, qui 
augmente avec l’âge, est considérée comme un marqueur du vieillissement vasculaire [31]. 
Plus précisément, la pression artérielle systolique augmente avec l’âge jusqu’à la 8ème 
décennie de vie. Tandis que la pression diastolique augmente jusqu’à la 5ème décennie, pour 
ensuite demeurer constante, avant de légèrement décroître.  
 
1.2- L’hypertension et les pathologies cardiovasculaires 
1.2.1- Épidémiologie de l’hypertension artérielle 
L'incidence de l’hypertension artérielle (HTA) augmente aussi bien dans les 
populations occidentales, que dans celles des pays en transition économique, avec une 
prévalence variant de 20 à 50% de la population adulte [32]. On estime à 1 milliard, la 
population mondiale atteinte d’HTA [33]. Dans les pays en transition économique, 
l’augmentation de la prévalence d’HTA correspond essentiellement à l’urbanisation et à 
l’occidentalisation des modes de vie, notamment à des changements dans l’alimentation. 
Par exemple, en 1997, une étude menée au Cameroun a mesuré une prévalence de l’HTA 
de 15,4% en zone rurale et de 19,1% en zone urbaine [34]. Généralement, la prévalence de 
l’HTA coïncide avec l’industrialisation. En effet, si la prévalence de l’HTA au Japon est 
semblable à celle mesurée chez les Japonais-Américains (~45%) [35], en Chine, la 
prévalence est de 27%, alors que 39% des Chinois-Américains sont hypertendus [36]. En 
occident, l’augmentation de la prévalence de l’hypertension artérielle paraît liée au 
vieillissement de la population et principalement à une augmentation de la prévalence de 
l’obésité. Par exemple, un tiers de la population américaine est hypertendue, et cette 
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prévalence est 6 fois plus élevée qu’au début du 20e siècle [37]. Ce phénomène correspond 
à une augmentation dramatique de la prévalence de l’obésité, survenue entre 1900 (3% à 
5%) et nos jours (30%) [38]. 
 
1.2.2- L’hypertension artérielle : un facteur de risque clef pour les maladies 
cardiovasculaires 
L’hypertension artérielle est un facteur de risque majeur pour les maladies 
cardiovasculaires (MCV) qui étaient responsables en 2010, selon l’Organisation Mondiale 
de la Santé (OMS), de 29% de la mortalité mondiale totale. Les pathologies 
cardiovasculaires constituent ainsi la 1ère cause de décès dans le monde, principalement due 
aux infarctus du myocarde et aux accidents cérébrovasculaires (ACV). Au niveau mondial, 
près de 2% des décès par MCV sont liés au rhumatisme articulaire aigu, 34% sont liés aux 
maladies cérébrovasculaires et 42% aux cardiopathies ischémiques [39].  
 
  1.2.2a- L’étude Framingham 
De larges études de cohorte mis en place après la seconde guerre mondiale ont 
permis de mettre en évidence les principaux facteurs de risque des maladies 
cardiovasculaires, l’étude la plus importante étant l’étude de Framingham [40]. Cette étude 
a permis d’identifier les facteurs de risque majeurs des maladies cardiovasculaires : une 
pression artérielle élevée, une cholestérolémie élevée, la consommation de tabac, l’obésité, 
le diabète et l’inactivité physique. Framingham a également permis d’évaluer les effets 
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d’autres facteurs tels que l’âge, le sexe, les aspects psychologiques, et les niveaux 
sanguins des triglycérides (TG) et des lipoprotéines de haute densité (c-HDL). 
  1.2.2b- le fardeau d’une pression artérielle élevée 
Récemment, des études ont permis de quantifier la contribution de la tension 
artérielle dans le développement des maladies cardiovasculaires à travers le monde [41]. 
Ainsi, la mesure « Disability Adjusted Life Year » (DALY) [42] permet d’évaluer le 
fardeau d’une pression artérielle élevée en intégrant les années de vie perdues (mortalité 
précoce), les années de travail perdues et la qualité de vie (morbidité). Globalement, en 
2001, la pression artérielle élevée était impliquée dans 13.5% de la mortalité mondiale et 
6% des cas de mortalité précoce et de morbidité dans le monde, avec un effet majeur sur les 
pathologies cardiaques ischémiques et cérébrovasculaires. En Asie de l’Est, dans le 
Pacifique et en Afrique Subsaharienne la pression artérielle élevée a un effet majeur sur les 
accidents cérébrovasculaires (ACV). Alors que dans les autres régions du monde, la tension 
artérielle élevée a un effet plus important sur les pathologies cardiaques ischémiques. 80% 
du fardeau attribuable à la tension artérielle élevée se retrouve dans les pays à faible et 
moyen revenus, avec une proportion plus grande d’individus plus jeunes affectés 
comparativement aux pays à revenu élevé. 
 
1.3- L’association de l’hypertension avec des anomalies métaboliques renforce le 
risque cardiovasculaire 
L’hypertension artérielle (HTA) apparaît souvent associée à une ou plusieurs 
anomalies métaboliques incluant la dyslipidémie, l’obésité, le diabète de type 2 ou le 
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syndrome métabolique. L’association de l’hypertension avec ces conditions accroît 
considérablement le développement des maladies cardiovasculaires. Plus particulièrement, 
l’insulino-résistance serait mise en cause dans ces associations.  
1.3.1- La résistance à l’insuline 
Le tissu adipeux viscéral des sujets obèses libère une grande quantité d’acides gras 
libres (FFA) qui activent des mécanismes hépatiques, musculaires et pancréatiques menant 
à une augmentation de la glycémie. L’insulino-résistance s’accompagne d’un phénomène 
de compensation au cours duquel les cellules bêta-pancréatiques augmentent la sécrétion 
d’insuline, afin de maintenir une glycémie normale. Ce phénomène se traduit également par 
une augmentation de la masse des cellules bêta-pancréatiques [43]. Au fil du temps, 
l’hyperinsulinisme conduit à des déficiences fonctionnelles des cellules bêta-pancréatiques 
qui s’épuisent. À terme, l’hyperglycémie du diabète de type 2 résulte de l’insulino-
déficience consécutive aux dysfonctions cellulaires bêta-pancréatiques. D’autre part, 
l’insulino-résistance serait pré-existante à l’hypertension artérielle. En effet, elle affecte la 
sensibilité des récepteurs à l’insuline, mais également des voies de signalisation qui 
influencent divers organes dont le rein [44]. 
1.3.2- Hypertension et dyslipidémies 
 Les dyslipidémies désignent l’ensemble des troubles du métabolisme des lipides, 
plus particulièrement une concentration anormalement élevé dans le sang du cholestérol 
(hypercholestérolémie) et/ou des triglycérides (hypertriglycéridémie). 
L’hypertriglycéridémie et l’hypercholestérolémie augmentent le développement des 
maladies cardiovasculaires [45,46]. Plus particulièrement, la prévalence de pathologies 
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cardiovasculaires est plus que doublée chez les hypertendus dyslipidémiques. On observe 
également une augmentation de la prévalence d’accidents cérébrovasculaires dans cette 
catégorie d’individus [47]. Les lipoprotéines de haute densité (c-HDL) qui transportent le 
cholestérol de la périphérie vers le foie, jouent un rôle protecteur contre les maladies 
cardiovasculaires. Alors que les lipoprotéines de basse densité (c-LDL) transportent le 
cholestérol du foie vers les cellules périphériques, et correspondent à la fraction athérogène 
du cholestérol qui est associée à une augmentation des pathologies cardiovasculaires.  
1.3.3- Hypertension et obésité 
Un gain dans le poids corporel est associé à une augmentation de la tension 
artérielle [48]. On distingue l’obésité (Indice de Masse Corporelle, IMC≥30) de type 
androïde avec une prédominance de la graisse dans la zone abdominale et l’obésité de type 
gynoïde caractérisée par une prédominance des graisses au niveau des hanches et des 
cuisses. C’est l’obésité androïde ou viscérale qui est plus particulièrement associée à 
l’hypertension artérielle (HTA) [49]. L’obésité est associée à une multitude de mécanismes 
pro-hypertensifs [50]. En effet, les mécanismes impliqués dans le développement de l’HTA 
d’une part, et de l’HTA associée à l’obésité d’autre part, seraient distincts [51]. 
1.3.4- Hypertension et diabète de type 2 
Comme l’obésité, le diabète de type 2 est considéré comme l’une des épidémies du 
XXIème siècle. En effet, cette pathologie est en progression fulgurante à l’échelle 
planétaire. Le diabète se définit par une hyperglycémie, c.-à-d. glycémie à jeun ≥ 1,26 g/l (7 
mmol/l) à au moins deux reprises et/ou une glycémie ≥ 2g/l (11,1 mmol/l), 2 heures après 
une charge orale de 75g de glucose. Le diabète multiplie les risques de claudication 
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intermittente et d’amputation, et constitue un problème majeur de santé publique [52]. 
Chez les patients diabétiques, l’hypertension réfère à une pression systolique supérieure à 
130 mmHg et une pression diastolique supérieure à 80 mmHg (en dépit de la médication). 
La comorbidité de l’hypertension et du diabète de type 2 aggrave la rigidité artérielle (via 
des dysfonctions endothéliales) [53], et conséquemment les risques de maladies rénales et 
cardiovasculaires. En effet, l’hyperglycémie favorise l’athérogenèse et la thrombose [54]. 
En 2006/7, plus de 5,1% des Canadiens de plus de 20 ans étaient atteints à la fois de diabète 
de type 2 et d’hypertension [55].  
1.3.5- Hypertension et syndrome métabolique 
Dans sa définition, le syndrome métabolique (SM) regroupe plusieurs anomalies 
incluant l’hypertension artérielle (HTA), l’obésité abdominale, l’hypertriglycéridémie, un 
taux de c-HDL bas, une intolérance au glucose ou un diabète de type 2. Ce syndrome, dont 
la prévalence augmente avec l’âge, constitue un facteur de risque pour le diabète de type 2 
et les maladies cardiovasculaires [56]. Aux États-Unis, le SM touche 24% des individus en 
générale et plus de 40% des individus de plus de 60 ans [57]. La création de cette entité 
visait le regroupement d’anomalies glucido-lipidiques associées à l’insulino-résistance, à 
l’HTA et à l’obésité abdominale. Si cette mesure a été reconnue par l’OMS en 1998, puis 
par les instances américaines en 2001, elle ne fait toujours pas l’unanimité dans la 
communauté scientifique. Ainsi, les Européens ne reconnaissent pas ce syndrome comme 
une entité pathologique. D’autre part, plusieurs définitions du syndrome métabolique ont 
été proposées telles que la définition de l’OMS [58] ou la définition de la fédération 
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internationale de diabète IDF [59] qui diffèrent par la présence ou l’absence de la 
résistance à l’insuline dans leurs définitions. 
 
 
 
Figure 1 : Physiopathologie de l’hypertension artérielle. HTA : hypertension artérielle; 
PAS : pression artérielle systolique; MCV : maladies cardiovasculaires. Figure adaptée de 
Baudoin B et al., 2009 Revues Francophone des Laboratoires 409 : 67. 
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1.4- Génétique de l’hypertension artérielle 
L’agrégation familiale et le taux de concordance élevé chez les jumeaux 
monozygotes témoignent de la composante génétique de l’hypertension artérielle (HTA). 
Dans la population, 30% à 70% de la variation de la pression artérielle (PA) serait attribuée 
à des facteurs génétiques [60]. Il existe des formes rares monogéniques de l’HTA. 
Toutefois, l’HTA apparait principalement comme une pathologie polygénique complexe, 
dans laquelle des facteurs environnementaux sont impliqués. Récemment, de larges études, 
à l’échelle du génome entier, ont permis d’identifier plusieurs loci associés à la variation de 
la PA. Cependant, ces résultats apparaissent souvent difficilement reproductibles et 
l’impact de chacun des loci identifiés, sur la variance de la PA, demeure relativement 
modeste.  
 
1.4.1- Évidences d’un déterminisme génétique de l’hypertension artérielle  
Dans toutes les populations, on observe une agrégation familiale de l’hypertension 
artérielle où des enfants sont plus souvent hypertendus lorsque l’un ou les deux parents sont 
hypertendus. Par exemple, une étude menée sur 277 familles nucléaires a montré que 3% 
des enfants étaient hypertendus avec deux parents normotendus, 28% des enfants étaient 
hypertendus avec l’un des parents hypertendu et 45% des enfants étaient hypertendus avec 
les deux parents hypertendus [61]. D’autre part, la preuve et la quantification d’un effet 
génétique sur la pression artérielle (PA) ont été démontrées dans des études comparant des 
corrélations de PA entre des jumeaux monozygotes et des jumeaux dizygotes [62], ainsi 
qu’entre des enfants adoptés, naturels et leurs parents [63]. Ces différentes études ont 
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permis de souligner l’importance des facteurs génétiques et de leurs interactions avec des 
facteurs environnementaux dans l’étiologie de l’hypertension.  
1.4.2- Les formes monogéniques d’hypertension artérielle 
Des formes monogéniques rares d’hypertension artérielle (HTA) héréditaire ont été décrites 
(tableau 1). En effet, ces formes monogéniques d’HTA se caractérisent par des mutations à 
forte pénétrance qui affectent principalement des gènes impliqués dans la régulation de 
l’équilibre hydrosodé. Aussi, des mutations dans plusieurs gènes incluant PCSK9, LDLR et 
APOB sont à l’origine d’HTA secondaire à l’hypercholestérolémie [64-67]. L’étude de ces 
pathologies a permis une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la 
régulation de la pression artérielle [68].  
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Tableau 1. Quelques formes monogéniques d’hypertension artérielle. ACTH : hormone 
adrénocorticotrope ; PRA : activité de la rénine plasmatique ; ENaC : canal sodique 
épithélial. Tableau extrait de Rev Med Suisse 2009;5:1763-1770. 
 
 
1.4.3- Recherche pangénomique de loci reliés à l’hypertension artérielle 
essentielle 
 L’hypertension artérielle (HTA) essentielle résulte de l’interaction complexe entre 
plusieurs variants génétiques et des facteurs environnementaux. Actuellement, deux 
approches sont essentiellement utilisées afin d’identifier les différents variants génétiques 
associés à l’HTA, à l’échelle du génome entier. Ces études pangénomiques ne nécessitent 
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pas d’hypothèse mécanistique a priori et facilitent l’identification de gènes 
insoupçonnés, au regard des connaissances sur la physiopathologie.  
 
La liaison génétique désigne le fait que deux facteurs génétiques, situés à deux loci 
distincts, ont tendance à être transmis ensemble d’un individu à sa descendance. L’analyse 
de liaison étudie la fréquence avec laquelle des marqueurs génétiques de certaines régions 
du génome sont transmis ensemble et avec la maladie, à la prochaine génération [69]. Parmi 
les loci de caractères quantitatifs (QTLs) liés à la pression artérielle et à l’hypertension 
détectés, environ 34 ont présenté un score LOD1, logarithme des probabilités (logarithm of 
odds), supérieur à 3. Pourtant, seul un locus (QTL en 2q34 lié à la pression artérielle 
diastolique) a pu être effectivement répliqué dans des familles indépendantes [60]. 
 
L’analyse d’association utilise des approches épidémiologiques classiques (études cas∕ 
contrôles, études transversales etc.) afin de déterminer si une maladie∕ trait est associé(e) à 
un facteur génétique, chez des familles ou des individus non apparentés. Toutefois, les 
premières études d’association pangénomique ont identifié des loci, associés à la pression 
artérielle ou à l’hypertension, qui n’atteignaient pas le seuil de significativité à l’échelle du 
génome entier (communément P=5×10-8). Par exemple, dans l’étude menée par le 
Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC) aucun locus en association avec 
l’HTA n’atteignait un P<5×10-7 [70].  
                                                 
1 À partir des probabilités de transmission des allèles de deux gènes observées dans la descendance, il est 
possible d'établir une valeur numérique qui quantifie le degré de liaison génétique, c'est le LOD score. Une 
liaison est déclarée significative lorsque le LOD score, ou le cumul des scores obtenus pour différentes 
familles, est supérieur ou égal à 3. 
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Tableau 2. Variants génétiques associés à l’hypertension artérielle et à des phénotypes 
de pression artérielle dans des méta-analyses pangénomiques. AGEN=Asian Genetic 
Epidemiology Network; CHARGE=Cohorts for Hearts and Aging Research in Genomic 
Epidemiology; Global BPgen=Global Blood Pressure Genetics; ICBP=International 
Consortium of Blood Pressure; HTA=hypertension artérielle; PAS=pression artérielle 
systolique ; PAS=pression artérielle diastolique; PAM=pression artérielle moyenne; 
PP=pression pulsée; *Variant localisé dans le gène ; ICBP2, Ehret et al., 2011; ICBP3 Wain 
et al., 2011. Tableau adapté de Zhao et al., 2013. 
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Récemment, l’amélioration des techniques de génotypage et la formation de 
méga-consortiums ont permis l’identification effective de nouveaux loci associés à l’HTA 
et atteignant le seuil de significativité fixé, P=5×10-8 (Tableau 2) [60]. Ces consortiums 
comprenaient les échantillons de dizaines de milliers d’individus provenant du monde 
entier, ce qui a considérablement amélioré la puissance de détection de nouveaux loci.  
 
Cependant, les variants génétiques communs identifiés ont un impact relativement 
modeste sur la variance de la pression artérielle (<1mmHg). Ainsi, l’ensemble de ces 
variants n’expliquerait que 0,9% de la variance de la pression artérielle dans la population 
générale [71,72], laissant une importante portion de la composante génétique de 
l’hypertension inexpliquée. La prise en compte des interactions entre gènes ou des gènes 
avec des facteurs environnementaux pourrait faciliter la détection de variants génétiques 
avec des effets phénotypiques relativement plus importants. De plus, la plupart des études 
pangénomiques sont basées sur les polymorphismes nucléotidiques (SNPs), alors que 
d’autres variants génétiques, tels que la variabilité dans le nombre de copie (CNV), ont 
potentiellement un plus grand impact sur la variance de la pression artérielle. 
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II-La variabilité dans le nombre de copies  
2.1- Les Polymorphismes génétiques  
On a pu assister, ces 25 dernières années, à la découverte de nombreux 
polymorphismes génétiques ayant permis de définir les bases génétiques de nombreux traits 
ou affections mendéliennes humaines. Ainsi, le génome humain présente différents types de 
variations incluant les polymorphismes de taille des fragments de restriction [73], les 
minisatellites (ou les séquences en nombre variable répétées en tandem), les microsatellites 
(ou séquences courtes répétées en tandem, STRs) [74] qui ont été utilisés pour créer des 
cartes génétiques de l’ensemble des chromosomes humains et les polymorphismes 
nucléotidiques simples (« Single Nucleotide Polymorphisms » ou SNPs) [75,76]. Le SNP 
désigne la variation d’une seule paire de bases et constitue une source majeure de 
variabilité génétique et phénotypique interindividuelle. En effet, le SNP est la variation 
génétique la plus commune avec au moins 10 millions de SNPs recensés à travers le 
génome humain, les allèles2 SNP les plus rares (mineurs) ayant une fréquence d’au moins 
1%. En 2005, le projet HapMap a permis de génotyper des millions de SNPs à l’échelle du 
génome entier. Aujourd’hui, le SNP est la variation génétique la plus étudiée et 
essentiellement utilisée comme marqueur pour les pathologies.  
 
 
 
                                                 
2 Dans la plupart des cas un SNP est présent sous deux formes : les allèles. Mais il se peut qu’un SNP existe 
sous plus de deux formes alléliques.  
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2.2- La variation dans le nombre de copies  
2.2.1- Définition 
Les premières larges variations génomiques structurelles identifiées (duplications ou 
délétions) étaient associées à des complications cliniques majeures. En effet, les premiers 
cas de trisomie 21 [77], syndromes de Turner [78] et Kleinfelter [79] ont été rapportés dès 
1959. En 2004, les avancées technologiques et le décryptage du génome humain ont permis 
d’observer que les variations génomiques structurelles sont largement répandues à travers 
le génome humain et qu’elles ne sont pas uniquement liées à des pathologies, mais 
constituent aussi une source de variabilité phénotypique considérable [80-82]. Ainsi, la 
variation dans le nombre de copie (CNV ; Copy Number Variant) a initialement été définie 
comme un segment d’au moins 1 kilobase d’ADN présent en une nombre variable de 
copies comparativement à un génome de référence [83]. Actuellement, l’amélioration de la 
résolution des méthodes de détection permet la détermination d’un seuil de 50 paires de 
base (pb) pour distinguer les indels des CNVs. En conséquence, un CNV peut également 
être défini comme une séquence d’ADN d’au moins 50pb présente en un nombre variable 
de copies dans le génome [84]. Plus particulièrement, les CNVs communs sont des CNVs 
que l’on retrouve dans au moins 1% de la population générale. Les CNVs communs, 
essentiellement ceux ayant une fréquence populationnelle d’au moins 5%, jouent un rôle 
important dans la variabilité génétique interindividuelle [85]. 
Les CNV sont catalogués dans des bases de données incluant la Database of Genomic 
Variants (DGV ; http://dgvbeta.tcag.ca/dgv/app/), la European Cytogeneticists Association 
Register of Unbalanced Chromosome Aberrations (ECARUCA ; www.ecaruca.net) ou la 
Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Human using Ensembl Resources 
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(DECIPHER ; https://decipher.sanger.ac.uk/). En septembre 2013, la DGV contenait 
environ 109863 régions de CNV recensées à travers le génome humain.  
On distingue différents types de CNVs : des duplications, délétions, insertions, inversions, 
ou réarrangements à des sites multiples [84,86]. Les CNVs varient également en taille et en 
complexité, ce qui suggère des différences dans les mécanismes d’origine [87]. 
2.2.2- Mécanismes de formation et différentes classes de CNV 
Quatre mécanismes principaux génèrent des réarrangements dans le génome et sont très 
probablement à l’origine de la plupart des CNVs : la recombinaison homologue non-
allélique (Non-Allelic Homologous Recombination, NAHR), la ligature d’extrémités non-
homologues (Non-Homologous End-Joining, NHEJ), l’interruption de la fourche de 
réplication et commutation de cible (Fork Stalling and Template Switching, FoSTeS) et la 
rétrotransposition [88-90]. 
 
 
Figure 2. Mécanismes de formation des CNVs (tirée de Zhang F et al., 2009) 
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NAHR implique un échange (« crossing-over ») entre des séquences homologues non 
alléliques en orientation directe qui peut entrainer une délétion, duplication ou inversion du 
segment intermédiaire. La présence de séquences génétiques hautement similaires 
favoriserait ce type de recombinaison (ex. LCRs, SDs, séquences Alu, pseudogènes et 
rétrotransposons L1). NHEJ est le mécanisme principal de réparation des cassures doubles 
brins qui implique une soudure des extrémités d’ADN cassées et qui peut conduire à la 
formation de translocations chromosomiques, de délétions ou de duplications. FoSTeS 
désigne l’interruption d’une fourche de réplication initiale et le désengagement de ses brins 
qui vont migrer vers une autre fourche de réplication afin de poursuivre la synthèse d’ADN 
(via des microhomologies). FoSTeS  résulte en des réarrangements plus ou moins 
complexes de l’ADN. La rétrotransposition désigne la mobilité des rétrotransposons actifs, 
particulièrement L1 (ou Long Interspersed Element-1, LINE1), qui induisent des mutations 
insertionnelles et des instabilités génétiques, et Kidd et al., [91] estiment qu’elle serait à 
l’origine de 15% des variations structurelles. Les CNVs les plus récurrents sont simples et 
stables en taille (délimitations stables des segments sur le génome) et seraient 
essentiellement formés par NAHR. Par contre, les autres mécanismes seraient à l’origine de 
CNVs très diverses avec des structures complexes et des tailles variables (délimitations 
variables des segments sur le génome) [92] (Figure 2). 
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Figure 3. Quelques formes de Variation dans le nombre de Copies. Les 
variations sont décrites relativement à un génome de référence. Les couleurs représentent 
différents segments d’ADN de séquence identique (adaptée de Lee et Sherer, 2010). 
 
 
Les CNVs présentent un nombre de copies qui diffère du nombre que l’on pensait 
« usuel », c.à.d. 2 (pour 1 copie du père et 1 copie de la mère). Dans les formes simples de 
CNVs on compte, des délétions (nombre de copies inférieur à 2) et des duplications 
(nombre de copies supérieur à 2) en tandem ou par insertion. Certains CNVs présentent des 
réarrangements plus complexes avec une combinaison de délétions et de duplications 
(Figure 3).  
2.2.3- CNVs vs. SNPs 
On peut envisager que les CNVs pourraient avoir plus d’impact que les SNPs sur 
les différences entre individus, du fait du plus grand nombre de paires de bases impliquées 
et de leur grande variabilité en nombre copies [82]. En effet, il a été récemment démontré 
que les CNVs sont plus fortement corrélés à l’expression des gènes que les SNPs [93]. 
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2.3-  Techniques de détection des CNVs 
Le nombre de régions de CNVs identifiées était, il y a encore peu de temps, 
surestimé du fait de la variabilité de leurs délimitations sur le génome et/ou de la faible 
résolution des plateformes. Récemment, les techniques utilisées pour la détection des CNVs 
ont considérablement gagné en résolution, permettant une estimation plus précise de la 
taille des CNVs sur le génome, ainsi qu’une meilleure corrélation des résultats obtenus par 
les différentes études [94].  
 
Ce sont principalement les biopuces d’hybridation génomique comparative (CGH) 
et les biopuces de SNP qui ont permis de découvrir l’abondance des CNVs de taille 
relativement petite dans le génome humain. Dans l’hybridation génomique comparative, la 
détection des CNVs est basée sur la cohybridation d’un ADN à tester avec un ADN de 
référence en utilisant un marquage différentiel [95]. Les tailles des segments d’ADN 
utilisés comme sondes sur les biopuces CGH ont grandement variées entre 80-200kb pour 
les BAC/PAC, 25-80pb pour les oligonucléotides et 100pb-1.5kb pour les produits de PCR 
génomique [96]. Si à l’origine les biopuces de SNPs n’avaient pas été élaborées pour la 
détection de variabilité dans le nombre de copies, elles ont été utilisées dans les premières 
détections de CNVs [97]. Les dernières générations de biopuces de SNPs contiennent plus 
de SNPs et des sondes spécifiques à la détection de CNVs et offrent ainsi une meilleure 
couverture du génome [98]. Depuis la complétion du génome humain, les méthodes de 
séquençage se sont grandement développées. On peut maintenant séquencer un génome 
entier en quelques analyses et détecter des CNVs par différentes méthodes incluant le 
séquençage bidirectionnel des extrémités (paired-end mapping, PEM) [91,99] ou le 
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séquençage à haut débit (ou next-generation sequencing, NGS) [100-102]. D’autre part, 
la détection ciblée de CNVs situés à des loci bien spécifiques peut s’effectuer en utilisant 
divers méthodes telles que le TaqMan [103], la Muliplex Ligation-dependent Probe 
Amplification (MLPA) [104,105], ou la PCR en multiplex [106]. Le TaqMan ou PCR 
quantitative en temps réel étant l’une des méthodes les plus fiables et les plus utilisées pour 
la validation de CNVs candidats. 
 
Des efforts importants et en constante évolution sont fournis pour des 
développements technologiques et en ressources. Ainsi, des nouvelles ressources comme le 
« 1000 Genome Project » (http://www.1000genomes.org/), sont disponibles afin 
d’identifier l’ensemble du spectre de variabilité génétique. 
 
2.4-  CNVs, impact fonctionnel, adaptation et évolution 
Un CNV peut être neutre ou influencer l’expression des gènes directement, via un 
effet de dosage, ou indirectement en altérant la régulation transcriptionnelle dans la région 
de variabilité et même jusqu’à une mégabase plus loin (effet cis-régulateur) [107-109]. 
Chez l’humain, des CNVs causeraient l’altération dans le dosage d’environ 1 gène sur 20 
[94] et expliqueraient plus de 17.7% de la variation de l’expression des gènes [107], 
généralement positivement corrélée au nombre de copies du CNV [110]. Ainsi, l’impact 
fonctionnel des CNVs s’exercerait à travers une modulation subtile de l’expression de 
gènes impliqués dans diverses voies biologiques incluant principalement des sentiers de 
signalisation cellulaire, des sentiers impliqués dans des processus biologiques 
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extracellulaires [94] et des sentiers métaboliques [111]. Notamment, les petits CNVs 
(<1kb) et les gains auraient un impact fonctionnel plus important que les larges CNVs et les 
délétions, respectivement. En effet, Banerjee et al [112] ont montré que les petits CNVs 
sont plus susceptibles de réguler la transcription des gènes que les grands CNVs, alors que 
que parmi les larges variants (>1kb) les gains ont un impact plus grand sur la transcription 
des gènes que les délétions. De la sorte, la variabilité dans le nombre de copie contribue de 
façon majeure à la diversité phénotypique animale. Ainsi, la couleur de la robe du cheval, 
du porc et du mouton serait en partie déterminée par des CNVs affectant des gènes 
impliqués dans la pigmentation. De plus, chez le poulet, la croissance et la forme des 
plumes sont régulées par des CNVs [113]. Finalement, chez l’humain, des CNVs seraient 
impliqués dans la régulation de la taille [114]. 
2.4.1- CNV et adaptation 
Les CNVs sont enrichis en gènes impliqués dans l’adaptation aux réponses 
environnementales (ex. gènes liés à l’immunité, aux processus neurophysiologiques et de 
perceptions sensorielles) et appauvris en gènes liés aux processus cellulaires basiques 
[82,115], ce qui en fait une variation génétique particulièrement soumise à l’influence des 
pressions sélectives. Ces dernières auraient influencé la distribution de la variabilité dans le 
nombre de copies, chez les populations. Il existe quelques évidences de pressions sélectives 
positives sur les CNVs. Par exemple, la diète aurait influencé le nombre de copies du gène 
de l’amylase3 salivaire (AMY1) qui apparaît plus élevé chez les populations ayant une 
alimentation riche en amidon, chez lesquelles l’efficacité de la digestion de l’amidon est 
                                                 
3 L’amylase est une enzyme d’origine salivaire ou pancréatique qui catalyse l’hydrolyse de l’amidon en 
maltose et dextrines. 
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accrue [116]. Le virus de l’influenza aurait influencé le nombre de copies du gène 
DEFB1034 qui est particulièrement accru en Asie de l’est où il favoriserait les résistances à 
l’infection de la grippe [117]. Il existe également des cas d’équilibre sélectif. Par exemple, 
la plupart des individus possède 4 copies du gène de l’alpha-globine. La délétion de 2 
copies de l’alpha-globine cause une thalassémie légère, celle de 3 copies une thalassémie 
sévère, alors que la délétion complète est létale. En Asie du sud-est, les 5% de la population 
hétérozygotes pour la cis-délétion (nombre de copies=2) de l’alpha-globine présentent une 
morbidité réduite pour le paludisme [118,119]. Généralement, la distribution 
populationnelle des hémoglobinopathies coïncide avec la prévalence du paludisme. 
2.4.2- Duplication et spéciation  
On dénombre, communément, plus de duplications que de délétions au sein des 
génomes des différentes espèces [120]. En effet, les duplications de gènes font partie des 
mécanismes génomiques primaires qui auraient favorisé la prolifération de nombreuses 
espèces. Par exemple, les primates sont apparus il y a environ 90 millions d’années et n’ont 
cessé depuis de subir une croissance importante. On compte aujourd’hui environ 300 
espèces de primates différentes, chez lesquels un biais de sélection en faveur des 
duplications a été observé. Ainsi, il apparaît que l’augmentation du nombre de copies a un 
impact plus important que la réduction du nombre de copies, sur l’évolution des primates 
[94]. Aussi, les duplications permettraient d’estimer les différences évolutives entre les 
espèces. Par exemple, si DUF12205 est inexistant chez les non mammifères, une seule 
                                                 
4 Le gène DEFB103 codant pour la défensine bêta 103B est un inhibiteur clef de la fusion du virus de la 
grippe à la membrane cellulaire. 
5 Le gène DUF1220 code pour une protéine à domaines multiples, liée aux phénomènes cognitifs. 
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copie de DUF1220 existe chez les mammifères non primates. Chez l’humain, le nombre 
de copies de DUF1220 est particulièrement élevé comparativement à celui des grands 
singes d’Afrique et à celui des orangs-outans chez lesquels il est encore plus réduit [121]. 
Surtout, le dosage de DUF1220 est positivement associé à la taille du cerveau et semble 
impliqué dans des cas de micro- et macroencéphalie [122]. 
D’autre part, l’augmentation du nombre de copies de l’aquaporine 7 (AQP7) apparaît 
également spécifique à la lignée humaine. AQP7 est impliquée dans le transport de l’eau à 
travers les membranes et jouerait un rôle clef dans le processus de sudation. En effet, chez 
l’humain, la marche et la course d’endurance ont été favorisées par la disparition du pelage, 
qui a contribué à la thermorégulation en favorisant la sudation et conséquemment la 
dissipation efficace de la chaleur générée [120]. AQP7 serait également impliquée dans les 
mécanismes de transport d’acides gras et de glycogène. 
 
2.5-  CNVs, héritabilité et pathologies humaines 
Un CNV est hérité ou non, c.-à-d. de novo, et peut parfois avoir un impact sur la 
variabilité phénotypique humaine. Ce polymorphisme génétique n’est pas distribué de 
façon aléatoire sur le génome humain. On retrouve les CNVs principalement à proximité 
des centromères et des télomères, ainsi qu’au niveau des séquences simples répétées en 
tandem [123]. Chez l’humain, les régions péricentromériques sont extrêmement 
dynamiques et présentent un taux important de mutations qui facilitent une évolution rapide 
du génome. Notamment, les gènes qui présentent un gain de copies spécifique à la lignée 
humaine sont essentiellement péricentromériques [120]. Cependant, ce dynamisme induit 
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aussi une instabilité génomique qui favorise l’émergence de pathologies [124]. En effet, 
des CNVs ont déjà été associés à divers types de pathologies humaines et particulièrement à 
des susceptibilités pour des traits complexes.  
 
2.5.1- Héritabilité des CNVs 
Des études menées sur des jumeaux monozygotes ont montré que ces derniers 
arborent des CNVs différents. En effet, les CNVs peuvent survenir dans les cellules 
germinales ou somatiques [125].  Lorsque le CNV survient dans les cellules germinales, à 
moins qu’il soit létal, il est transmis à la descendance. La plupart des CNVs les plus 
communs, c.-à-d. présents dans au moins 5% de la population, seraient hérités [126] et 
suivraient les lois de transmission mendélienne [127]. Ces CNVs dériveraient d’un 
évènement mutationnel ancien et auraient par la suite été fixés dans la population, 
probablement du fait d’un avantage d’un point de vue adaptatif. Particulièrement, si les 
segments de CNVs varient grandement en taille, il a été observé que les délétions 
récurrentes de relativement petite taille (2-37kb) sont transmises de manière 
particulièrement stable à travers les générations [87]. La ségrégation des CNVs plus rares 
paraît plus spécifique à certains haplotypes [126]. 
Lorsque le CNV survient dans les cellules somatiques, il n’est pas transmis à la 
descendance. Un CNV de novo ou non hérité découle d’un évènement mutationnel récent. 
La contribution de ces CNVs rares de novo ou non hérités à la diversité génétique des 
individus est cependant cent fois inférieure à celle des CNVs hérités [83]. Les CNVs 
peuvent aussi être spécifiques aux tissus, ce qui suggère l’intervention de mécanismes 
épigénétiques dans l’émergence et la transmission des CNVs [125,128]. 
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2.5.2- Les CNVs sont impliqués dans diverses pathologies humaines 
Les premières descriptions de pathologies reliées à des CNVs concernaient de 
larges duplications et délétions, à très forte pénétrance, de novo pour la plupart, associées à 
des désordres intellectuelles et ∕ ou des malformations congénitales (ex. la trisomie 21 [77], 
syndromes de Turner [78] ou Kleinfelter [79]). Plus spécifiquement, les larges segments de 
CNVs (duplication ou délétion) d’une centaine de paires de kilobases sont plutôt rares dans 
la population et souvent impliqués dans des pathologies telles que les désordres 
neurologiques et neurocognitifs. De plus, la contribution fréquente des CNVs à la batterie 
de mutations menant au développement du cancer, est aujourd’hui largement reconnue. En 
effet, des études pangénomiques ont permis d’identifier des CNVs somatiques impliqués 
dans le développement de multiples cancers tels que l’adénocarcinome du poumon (57 
CNVs) [129] ou le glioblastome [130]. 
 
D’autre part, des CNVs ont été associés à des pathologies mendéliennes 
autosomales dominantes telles que le syndrome de Smith-Magenis (délétion de Rai1) [131] 
ou la leucodystrophie de l’adulte (duplication de LMNB1) [132]. On retrouve également des 
CNVs liés à des maladies mendéliennes autosomales récessives comme la maladie de 
Gaucher (délétion de GBA) [133]. Des CNVs situés sur le chromosome X ont aussi été 
associés à des maladies humaines telles que le syndrome de Hunter (délétion-inversion de 
IDS) [134] et l’hémophilie A (inversion-délétion de F8) [135]. 
 
Plus récemment, des CNVs ont été impliqués dans l’étiologie de traits complexes. 
On distingue des maladies inflammatoires comme le psoriasis ou la maladie de Crohn. De 
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plus, les délétions complètes de GSTT1 et GSTM1 accompagnées du polymorphisme 
GSTP1 Val/Val ont un rôle significatif dans la pathogenèse de l’asthme [136]. Un nombre 
diminué de copies du gène FCGR3B constitue un facteur de susceptibilité accru pour le 
développement de plusieurs maladies auto-immunes systémiques incluant la 
glomérulonéphrite et le lupus érythémateux systémique [137-139]. Plus particulièrement, 
un nombre accru de copies du gène CCL3L1 a été associé à une susceptibilité diminuée 
pour le SIDA de type 1 [140].  
 
Quelques études ont souligné l’effet de CNVs sur des pathologies cardiométaboliques. Par 
exemple, la duplication au locus du gène LEPR a été associée à la glycémie, à la 
cholestérolémie et à une élévation du risque pour le diabète de type 2 [141]. D’autre part, le 
nombre de copies au locus 16p11.2 a été associé à des indices de masse corporelle (IMC) 
extrêmes (c.à.d. obésité et maigreur), chez plusieurs cohortes européennes [142-144]. Plus 
particulièrement, une étude a montré qu’un CNV commun en amont de NEGR1 (cis-
régulation) est associé à l’IMC chez des Caucasiens [145]. En effet, les CNVs communs 
constitueraient de bons candidats pour l’estimation du risque pour des traits complexes 
[146]. Cependant aucune étude pangénomique n’a encore pu détecter d’associations 
significatives de CNVs communs avec l’hypertension artérielle [70]. 
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III-Conclusion 
L’hypertension artérielle essentielle (HTA) est une pathologie complexe, 
multifactorielle et polygénique. Récemment, des études pangénomiques ont identifié des 
SNPs impliqués dans la variation de la pression artérielle et la prévalence de l’HTA. 
Cependant, leur impact paraît modeste et une portion importante de la composante 
génétique de l’HTA demeure non élucidée. La variabilité dans le nombre de copies 
contribue de façon majeure à la diversité phénotypique, ainsi qu’à l’évolution et 
l’adaptation animale. Aussi, les CNVs apparaissent plus fortement corrélés à l’expression 
des gènes que les SNPs. En conséquence, les CNVs auraient plus d’impact sur la diversité 
interindividuelle que les SNPs. Des CNVs ont déjà été associés à des pathologies humaines 
et notamment à des traits complexes. Pourtant, les effets des CNVs communs sur l’HTA 
essentielle sont encore peu connus. 
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HYPOTHÈSE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS 
 
Le rationnel 
Dans le monde entier, l'hypertension artérielle (HTA) constitue un important problème de 
santé publique. En effet, l’HTA est l’un des principaux facteurs de risque des maladies 
cardiovasculaires, responsables de la plupart des cas de mortalité et morbidité humaines. 
L'incidence de cette maladie polygénique et multifactorielle augmente aussi bien dans les 
populations occidentales que dans celles des pays en transition économique. Les facteurs 
génétiques jouent un rôle notable dans la pathogenèse de l’hypertension artérielle avec une 
contribution variant de 30% à 70% [60]. Cependant, bien que des études pangénomiques 
aient permis de relier certains loci à l’hypertension artérielle, la composante génétique de 
cette pathologie n’est pas entièrement élucidée. Récemment, le développement de 
technologies de criblage, telles que les biopuces de génotypage, a permis d’observer que la 
variabilité dans le nombre de copies est largement répandue à travers le génome des 
mammifères. Un CNV est une séquence d’ADN d’au moins 50pb, présente en un nombre 
variable de copies dans le génome [84]. Le CNV apparaît comme un contributeur majeur à 
la diversité phénotypique, ainsi qu’à l’adaptation et à l’évolution animale. Principalement, 
les CNVs communs, particulièrement ceux que l'on retrouve dans au moins 5% de la 
population générale, constitueraient de bons candidats pour l’estimation du risque pour des 
traits complexes [146]. En effet, si des CNVs sont clairement impliqués dans l’étiologie de 
la schizophrénie ou de l’autisme, leur impact sur l’HTA est encore peu connu.  
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L’hypothèse de travail  
Nous envisageons que des CNVs pourraient accroître ou diminuer le risque pour 
l’hypertension. Les CNVs peuvent être hérités ou de novo.  
 
Les objectifs spécifiques 
Nous souhaitons, plus précisément, identifier des CNVs hérités et estimer leur impact sur le 
développement de l'hypertension artérielle. D’autre part, l’hypertension est une maladie très 
hétérogène et souvent associée à des anomalies métaboliques. L’étude des comorbidités 
devraient faciliter l’identification des voies/systèmes biologiques affectées par les CNVs 
d’intérêts. Plus particulièrement, l’hypertension est un facteur de risque important pour les 
maladies cardiovasculaires. L’identification de CNVs communs associés à l’hypertension 
devrait contribuer à caractériser des individus à haut risque et à permettre un diagnostic 
présymptomatique. 
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1.1 Abstract 
Genome-wide association studies (GWAS) have identified single-nucleotide 
polymorphisms associated with hypertension and diabetes; however, little is known about 
the effects of copy-number variable regions (CNVRs) on these diseases. We report a 
GWAS of CNVRs in 165 French Canadians (FC) from 19 families, genotyped using 
Affymetrix Genome-Wide Human SNP Arrays 6.0. Replication was tested using statistical 
models accounting for interaction between selected CNVRs in 3,301 unrelated diabetic 
subjects from the ADVANCE trial. Locus-specific transcriptional analyses were performed 
in 134 subjects from the CARTaGENE population-cohort. 2 CNVRs on 17q21.31 were 
identified. CNVR1 showed directionally consistent association with hypertension and 
diabetes in FC, odds ratio (OR) per copy-number gain of 4.69 (P=0.02), and with 
hypertension in ADVANCE diabetic subjects, OR per copy-number gain of 3.76 
(P=5.87×10-7). Increased copy-number at CNVR1 was also associated with more insulin 
resistance (P=0.01), diabetes younger-onset (P=0.005) and risk for cardiovascular diseases 
(CVD, P<0.05). CNVR1 influenced LOC644172 expression (P<0.04), whose transcript 
abundance was higher in CARTaGENE copy-number gain carriers and strongly associated 
with risk for CVD (P<6×10-32). This study implicates common CNVRs in susceptibility to 
hypertension and diabetes, diabetes younger-onset and thus, in risk for CVD in Caucasian 
subjects. These effects appear to be modulated through expression of LOC644172. 
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1.2 Introduction 
Hypertension and type 2 diabetes (T2D) are major worldwide health problems, known to 
increase the risk for cardiovascular diseases and kidney damage (1; 2). Population studies 
have shown the importance of genetic factors in the development of these diseases, with a 
variable degree of heritability (3-5). Genome-wide association studies (GWAS) have been 
successful in identifying common SNPs, but their overall contribution to T2D susceptibility 
or blood pressure variance is relatively modest, and many of the associations have not been 
replicated in subsequent studies (6; 7). 
A copy-number variant (CNV), sequence greater than 50bp (8; 9) present in a variable 
number of copies in the genome, may represent a major source of both genomic and 
phenotypic variability (10). A few CNV GWAS studies have reported associations of 
common CNVs with type 1 diabetes or T2D in different ethnic groups (11-15); however, 
none of the CNV GWAS testing common CNVs that can be tagged by SNPs have provided 
evidence not previously proven through SNP studies of association with T2D and 
hypertension (15). Here we aimed through a systematic GWAS of CNVs followed by a 
large replication study to identify novel associations of diabetes and hypertension with 
common CNVs.  
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1.3 Research Design and Methods 
1.3.1- Study cohorts 
French Canadians 
We selected 165 French Canadian (FC) individuals from 19 multigenerational families (16) 
from the Saguenay-Lac-St-Jean region of Quebec, ascertained by the presence of at least 
one sib pair affected by early-onset hypertension and dyslipidemia. The present study 
includes subjects aged from 19 to 92 years (mean age 50.6) with a mean BMI of 27.2 Kg.m-
2 and 48.5% males. The sample consists of 54.5% hypertensive, 9.7% diabetic and 7.3% 
hypertensive diabetic subjects. 
 
ADVANCE 
We also studied 3,301 Caucasian individuals from the Action in Diabetes and Vascular 
Disease: Peterax and Diamicron MR Controlled Evaluation (ADVANCE) study (17). All 
subjects were unrelated diabetic subjects aged from 48 to 87 (mean age 66.7) with a mean 
BMI of 30.1 Kg.m-2 and 64.3% males. The sample includes 59.8% patients treated for 
hypertension at baseline. 
 
CARTaGENE 
CARTaGENE (18) is a population-based health survey and biobank of 20,000 subjects in 
Quebec, Canada. A sample of 44 individuals was selected based on Framingham risk 
scores. A second sample of 90 individuals was selected based on LOC644172 transcript 
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levels. Expression levels were measured using Illumina's Human HT-12 BeadChips and 
pair-ends RNA sequencing in the 44 and 90 individuals, respectively. 
 
1.3.2- Phenotypes 
French Canadians 
Cohort selection and phenotyping have been previously described (19; 20). The population 
living in the Chicoutimi/Saguenay-Lac-St-Jean region of Quebec is relatively isolated, 
displaying a founder effect for several conditions and documented with computerized 
genealogical records going back to 1608 (16; 21). The affected sib pair–inclusion criteria 
were essential hypertension (systolic blood pressure [SBP] >140 mmHg and/or diastolic 
blood pressure [DBP] >90 mmHg on two occasions or the use of antihypertensive 
medication), dyslipidemia (plasma cholesterol ≥5.2 mmol/l and/or HDL cholesterol ≤0.9 
mmol/l or the use of lipid-lowering medication), BMI <35 kg/m2, age 18–55 years, and of 
Catholic French Canadian origin. Exclusion criteria of affected sibpairs included secondary 
hypertension, DBP >110 mmHg in spite of therapy, diabetes mellitus, renal or liver 
dysfunction, malignancy, pregnancy, and substance abuse. Once the affected sib pairs were 
selected, all first- and second-degree relatives aged >18 years were invited to participate in 
the study, independent of health status. The total recruited population comprised 120 
families (mean size 7.3 persons; median size 5 persons), comprising 897 subjects 
constituting 1,617 sib pairs. We used the Acute Insulin Response (AIRg, µU/mL×min), 
which represents the acute pancreatic ß-cell response to glucose, as an insulin resistance 
trait. AIRg was defined as the secretion of insulin during the first 10 minutes following a 
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glucose bolus calculated using the Bergman minimal model. The study was approved by 
the Ethics Committees of Complexe hospitalier de la Sagamie (Chicoutimi, Quebec), 
Université du Québec à Chicoutimi, and the Centre hospitalier de l’Université de Montréal. 
All subjects gave their informed consent. All phenotyping was performed by trained 
personnel who followed standard operating procedures as described previously (19; 20). 
Particularly, antihypertensive drugs and lipid-lowering medications were withdrawn, 
respectively, for at least 1 week and 1 month, before the onset of phenotyping protocol. 
 
ADVANCE 
The ADVANCE (Action in Diabetes and Vascular Disease: Peterax and Diamicron MR 
Controlled Evaluation) study is a factorial, multicentre, randomised controlled clinical trial 
of 11,140 participants recruited from 215 centers in 20 countries (17). The ADVANCE 
genetic substudy was designed to identify the genomic signatures of complications in Type 
2 diabetes mellitus (T2D) and more specifically to determine the pre-symptomatic 
predictors of the risk of myocardial infarction, stroke and nephropathy in patients with 
T2D. Hypertension status was defined by treatment with blood pressure-lowering drugs 
used at baseline. Risk for cardiovascular diseases was defined using a 4-year CVD risk 
score developed for patients with diabetes (22). 
 
The CARTaGENE project (18) : the cohort consists of over 20,000 deeply endophenotyped 
individuals, aged 40-69 who underwent deep phenotyping with 190 physiological 
parameters including peripheral and central blood pressure, glycemic traits, anthropometric 
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measurements, medical history and socioeconomic status. CARTaGENE includes 2,000 
T2D subjects and an equivalent number of individuals are in the pre-diabetes stage. It also 
includes 6,700 hypertensive and 2,300 hyperglycemic subjects. About 9,000 subjects have 
had their blood collected for transcriptomic analysis and 200 subjects have had their whole 
exomes sequenced. Risk for cardiovascular diseases (lipid-based) and vascular age (BMI-
based) were estimated using the 10-year Framingham CVD risk scores (23).  
  
1.3.3- CNV detection and selection 
182 FC subjects were genotyped using Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0, 
while 3629 ADVANCE subjects were genotyped with Affymetrix Genome-Wide Human 
SNP Arrays 5.0 (~30%) and 6.0, according to the manufacturer’s protocol. 
A principal component analysis (PCA) was performed using 147,088 SNPs to quantify the 
genetic divergence in ADVANCE subjects of European ancestry, which outputs each 
individual’s coordinates along the principal axes of variation. The two first principal 
components (PC1 and PC2) corresponding to the Northwest and Southeast Europe axes of 
variation were obtained using smartpca (EIGENSOFT 3.0 (24)). These two PCs were used 
as covariates in subsequent association analysis.  
The Birdsuite tool set (25) developed at the Broad Institute in combination with Plink (26) 
was used to evaluate CNV calls in FC and ADVANCE subjects. The Birdseye algorithm 
from Birdsuite implements a hidden Markov model (HMM) that integrates multiple sources 
of information, including Log R ratio (LRR; a measure of total probe signal intensity) and 
B allele frequency (BAF; a measure of the relative intensity ratio of the two allelic probes), 
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to infer copy-number from individual genotype samples; while a second Birdsuite 
algorithm, Canary, uses a one-dimensional Gaussian mixture model to detect common 
CNVs. The outputs from Birdseye and Canary were combined to produce a unified call of 
CNVs and these two algorithms are hereafter referred to as one algorithm. A quality control 
(QC) filtering step was applied at both the sample genotype and CNV level. Arrays with an 
overall call rate less than 86% were discarded from further analysis, leaving a data set of 
180 FC and 3,323 genotyped individuals. 
ParseCNV (27) was used in combination with PennCNV (28) to determine copy-number 
variant regions (CNVRs) in FC subjects. PennCNV joint-calling algorithm produces CNV 
calls in one single step for parents-offspring trio (29). We then further analyzed these calls 
with the ParseCNV algorithm. To infer copy-number from parents-offspring trio genotype 
samples, PennCNV also implements a HMM that integrates LRR and BAF followed by a 
QC filtering step. Duplicate samples and samples with bad contrast readings were removed 
from cell files. The remaining cell files were analyzed using the Affymetrix power tools 
and only files with a QC call-rate higher than 86% were retained. Individuals with sex-
mismatch, ethnicity or relatedness issues were also removed, leaving a data set of 78 FC 
genotyped individuals. Raw CNV calls were further filtered to retain only those CNVs with 
a CNV quality score greater than 10 and with detection by a minimum of 6 probes and a 
minimum CNV call length of 500bp. ParseCNV creates probe-based statistics for the 
cleaned CNVs called by PennCNV, which are then used to determine CNVRs. These 
probe-based statistics are tested for case control association in Plink (26) using a Fisher 
exact test and probes without nominal significance (P < 0.05) are discarded from further 
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association testing. The output from the probe-based association tests is then used by 
ParseCNV to merge significant probes into CNVRs based on probe proximity (<1 MB) and 
comparable significance (±1 log P-value) of neighbouring probes. CNVRs are defined in a 
dynamic manner, allowing flexible boundaries for complex CNVs and maintaining precise 
state-specific association region.  
1.3.4- CNV analysis using TaqMan 
TaqMan was used to validate FC microarrays data (Fig. S1, data supplement) and to 
genotype the 44 CARTaGENE subjects for the selected region. The copy-number was 
determined by a custom TaqMan® copy-number assay in a duplex real-time PCR (Applied 
Biosystems™ by life technologies™, Foster City, CA, USA) according to the 
manufacturer’s protocol. PCR amplification was carried out using the 7900HT Fast Real-
Time PCR System with a 20 µl reaction mixture containing 10 µl TaqMan® genotyping 
master mix (2X), 1.0 µl TaqMan® copy-number assay (20X), 1.0 µl TaqMan® copy-
number reference assay (RNase P gene, 20X), 4 µl nuclease-free water and 4 µl of 5 ng/µl 
gDNA (20 ng). Custom assays were designed using Primer3Plus, Repeat Masker and 
NCBI/BLAST genome and SNP databases. The CNVR1 Custom assay maps to 
chromosome 17: 43657590-43657694, Hg19 genome Assembly; Forward: 5’-
CTGTTTGAGGTAAATCTATGGTTCA-3’, Reverse: 5’-
TGGTGTTATCCTGGGACAGTT-3’; FAM Reporter: 5’-
TCTGCCACTGATCTCCACTG-3’. ILMN_1772603 (Illumina Human HT-12 probe 
LOC644172) is included within the LOC644172 TaqMan Custom assay, chromosome 17: 
43678940-43679049 (Hg19 Assembly); Forward primer: 5’-
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GAAGGACTCGGCACTGGAG-3’, Reverse primer: 5’-
CCTGCCTCTCCAAGGACTC-3’, FAM Reporter: 5’-CGGCCACTCATGAAGATGTT-
3’. Each sample was run in quadruplicates. Manual CT threshold was set at 0.2 and 
automatic baseline was activated. The relative copy-number in each gDNA sample was 
obtained using Applied Biosystems software SDS 2.3 and CopyCaller™ software v2.0. 
1.3.5- Analysis of expression levels 
Illumina's Human HT-12 BeadChips 
Blood samples were collected from CARTaGENE participants into PAXgene tubes 
(Qiagen) and total RNA extracted using PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen). Quantification 
and quality control of total RNA was performed using a 2100 Bioanalyzer instrument and 
an RNA 6000 Nano LabChip kit (Agilent Technologies). Samples with an RNA Integrity 
Number (RIN) > 8 were retained for further experiments. cDNA and cRNA synthesis were 
performed with the Illumina TotalPrep RNA Amplification kit (Ambion) following the 
manufacturer's instructions. Illumina's Human HT-12 BeadChips were used to generate 
expression profiles with 500 ng of labeled cRNA for each sample and following 
manufacturer's recommended protocols. A randomized design was used to minimize chip 
effects. Four individuals were replicated; these clustered adjacent to one another in 
hierarchical analysis and the expression intensities were averaged in the statistical analysis. 
Expression intensity measures were obtained from an average of 30 beads for each 
transcript. The BeadChips were imaged with an Illumina BeadArray Reader. The raw 
intensities were extracted with the Gene Expression Module in Illumina's BeadStudio 
software. Expression intensities were log2 transformed and median-centered by subtracting 
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the mean value of each array from each intensity value. Intensities for the genes located 
in the 17q21.31 CNV region and for the MAPK8IP1 loci were extracted to perform 
association testing with CNV variation. 
Pair-ends RNA sequencing 
Approximately 3 mL of blood was collected Tempus Blood RNA Tubes (Life 
Technologies). Total RNA was extracted by using a Tempus Spin RNA Isolation kit (Life 
Technologies) followed by globin mRNA depletion using a GLOBINclear-Human kit (Life 
Technologies). Quantification and quality control of globin mRNA-depleted total RNA was 
performed using a 2100 Bioanalyzer instrument and an RNA 6000 Nano LabChip kit 
(Agilent Technologies). Only samples with an RNA Integrity Number (RIN) > 8 were 
retained for RNASeq library construction. RNAseq 100bp pair-ends indexed libraries were 
constructed using the TruSeq RNASeq library kit (Illumina) and sequencing was done on a 
HiSeq 2000 instrument (Illumina), multiplexing three samples per lane. After initial 
filtering based on sequencing read quality, paired-end reads were aligned using TopHat 
(V1.4.0) and PCR removal was performed using Picard (picard_tools/1.56). Raw gene-level 
count data was generated using HTseq 0.5.3p3. These counts were then normalized using 
EDASeq v1.4.0 and a procedure that adjust for GC-content as well as for distributional 
differences between and within sequencing lanes (30). Individual-level normalized gene 
expression levels of LOC644172 were then extracted for further statistical analysis. 
Consistent normalized LOC644172 expression levels (r2 > 0.91) were obtained using two 
other methods: Cufflinks (31) and TMM (32).  
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1.3.6- Statistical analyses  
Analyses of CNVRs were conducted using the R software (version 2.15.3). Results for the 
GWAS, in FC subjects, were estimated using a Generalized Estimating Equation (GEE) 
model with an exchangeable working correlation matrix to account for familial connection. 
The model included BMI, sex and age as fixed effects, hypertension & T2D and the Copy-
Number (CN) change at a given CNVR locus.  
Results for the replication analysis, in ADVANCE subjects, were estimated using a 
Generalized Linear Model (GLM). The combined model included PC1, PC2, genotyping 
chip and sex as fixed effects, treated hypertension, CN change at selected CNVR loci and 
their interaction.  
Results for additional quantitative phenotypes were tested using GEE or GLM, as 
appropriate, in combined models where CN 0, 1, 2, 3 and 4 were represented by -2, -1, 0, 1, 
and 2, respectively. Explanatory variables were scaled in the model to obtain the beta 
coefficients (β) so that one SD increase in CN was associated with β×SD in quantitative 
trait unit. The threshold for statistical significance was fixed at 0.05.  
 
rs413778 genotyping 
The H2 haplotype (inverted orientation) is in nearly perfect linkage disequilibrium with 
SNP rs413778 minor allele (r2>0.99) (15). SNP rs413778 genotype was assessed in 2,301 
ADVANCE subjects to infer the inversion haplotype, H1 corresponding to the major allele 
and H2 to the minor allele. The Birdseed algorithm and the Plink program were used for 
genotyping calling and quality control procedures. The genotypes were imputed using 
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IMPUTE v2. SNP with low MAF (<5%) and deviation from Hardy-Weinberg were 
excluded. 
 
1.4 Results 
GWAS and CNVR Selection 
From the 77 CNVRs determined by ParseCNV, 26 CNVRs (length ≥ 1 Kb, frequency 
above 9% of our population sample) were selected for genome-wide screening of CNVs in 
165 FC subjects (Table S1, data supplement). Only two CNVRs on chromosome 17 were 
found nominally significantly associated with hypertension and T2D (Table 1): CNVR1 at 
chr17: 43,656,380 - 43,658,471 (OR per CN increase is 4.69, 95% CI: 1.22-17.95, P=0.02) 
and CNVR2 at chr17: 44,394,412 - 44,648,367 (OR per CN increase is 0.38, 95% CI: 0.18-
0.77, P=0.007), NCBI37/Hg19 Assembly.  
Association between CNVR1 and CNVR2 with hypertension and diabetes was detected but 
not at genome-wide significance levels. This can be due to reduced power in our discovery 
cohort, complex interactions between CNVRs and potentially other contributing causal 
genetic variants. Stringer et al., showed that GWAS for dichotomous phenotypes could 
misestimate effect sizes of causal variants, as they don’t consider multiple risk variants 
together (33). We therefore hypothesize that interactions between the two detected CNVRs 
could be implicated in modulating risk to hypertension and T2D, particularly given their 
location within the same chromosomal region. Consequently, we run statistical models 
(combined models) that account for interaction between the two CNVRs: 
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T2D and Hypertension (Table 1) 
CNVR1 (frequency distribution in Fig. S2, data supplement) showed directionally 
consistent association with hypertension in the ADVANCE diabetic patients replication set, 
OR per CN increase of 3.76 (95% CI: 1.36-2.01, P=5.87×10-7).  
Additional phenotypes: traits related to Diabetes and its complications (Table 2) 
In FC subjects, AIRg, the acute insulin response to intravenous glucose, increased by 
259.08 µU.mL-1×min-1 per CN gain at the CNVR1 locus (P=0.01). AIRg represents the 
incremental insulin area 0–10 min after the glucose injection and is used as a sensitive 
measure of beta-cell well-being, reflecting a combination of beta-cell mass and function 
(34). Duplication-carriers with CN=3 are more insulin-resistant, with 518.16 µU.mL-1×min-
1 further AIRg, than deletion-carriers with CN=1. In ADVANCE, a CN gain at CNVR1 was 
associated with a drop and a rise of ~1.1 year, in T2D age at diagnosis (P=0.005) and 
duration of diabetes (P=0.0002), respectively. Duplication-carriers with CN=4 are 
diagnosed for T2D ~3.3 years earlier than deletion-carriers with CN=1. At both CNVR1 
and CNVR2 loci, a CN gain was associated with, ~1/4 (P=2.84×10-5) and ~1/5 (P=2.05×10-
6), more blood pressure-lowering drug intake, respectively. The CVD risk score (22) 
increased of 0.48 per CN gain at the CNVR1 locus (P<0.05), in ADVANCE. 
Content of CNVR1 and CNVR2  
CNVR1 is an intergenic region (2.091 kb) highly enriched in H3K27Ac histone 
(acetylation of lysine 27 of the H3 histone protein) mark thought to enhance transcription of 
proximal gene by blocking the spread of the repressive histone mark H3K27Me3 (Fig. 1). 
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CNVR1 includes the BPTF duplicated promoter 5’ upstream LRRC37A4P (35) (92% 
identities with isoform BPTF subunits (36)).  
We therefore used the 44 CARTaGENE subjects to evaluate the impact of CNVR1 on 
neighbouring genes’ expression (Fig. 2A). The total region covered by all the segments 
overlapping CNVR1 (118.058 kb in length, chr17: 43,585,756-43,703,814; NCBI37/Hg19 
Assembly) harbours four genes encoding five transcripts. Of the four genes located within 
the total region of interest, only LOC644172’s relative expression was significantly higher 
in copy-number gain carriers than in non-gain carriers (raw P=0.01 and adjusted P= 0.05). 
In addition, LOC644172 relative expression appeared to be quantitatively modulated by CN 
change within the CNVR1 locus (P<0.04, Fig. 2B) and particularly by CN change within 
the LOC644172 locus (P<5.0×10-5, Fig. S3 data supplement). LOC644172 is a transcribed 
pseudogene of MAPK8IP1 that encodes the IB1 protein. 
CNVR2 (253.955 kb) contains five referenced sequence genes. Particularly, the total region 
covered by all the segments overlapping CNVR2 includes an untranscribed pseudogene of 
MAPK8IP1 (MAPK8IPP) and two members of the leucine rich repeat containing 37A gene 
family (LRRC37A and LRRC37A2). The total region covered by all the segments 
overlapping CNVR1 contains several DNA sequences including a transcribed pseudogene 
of the leucine rich repeat containing 37A gene family (LRRC37A4P) and a transcribed 
pseudogene of MAPK8IP1, LOC644172. Several studies have established a role of 
expressed pseudogenes in the regulation of expression of their functional paralog, namely 
coding parent gene (37).  
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LOC644172 Functional Analysis 
Data from the 90 CARTaGENE subjects showed that LOC644172 expression level was 
positively associated with the prevalence of hypertension (P=0.02) and T2D (P=0.02). 
Particularly, SBP (11.4 mmHg between lowest and highest tercile of expression) and 
cholesterol-HDL ratio presented a positive association with LOC644172 group of 
expression, P=3.9×10-5 and P=7.75×10-6, respectively (Fig. 3). Accordingly, percentage 
risk of CVD and vascular age appeared strongly associated with LOC644172 expression 
level, P=6.0×10-32 and P=2.4×10-17, respectively (Fig. 4). We specifically noted that the 
delta of vascular vs. chronological age, reflecting vascular aging, markedly increased with 
LOC644172 expression level, P=1.3×10-12. A Spearman rank test showed a positive 
correlation between LOC644172 and MAPK8IP1 expression level (rho=0.23, P=0.01), 
suggesting that LOC644172 accounts for 5% of MAPK8IP1 transcript abundance. 
H1 and H2 haplotypes 
The inverted H2 haplotype is tagged by the minor allele of SNP rs413778. The minor allele 
of rs413778 is present in 857 ADVANCE subjects out of 2,150: i.e. ~40% of our 
ADVANCE subjects carry H2. However, a Pearson test indicated a weak correlation 
between the SNP rs413778 and CNVR1 (r=-0.05, P=0.01), in ADVANCE subjects. 
 
1.5 Discussion 
This study represents the first genome-wide screening of CNVs in Caucasians with diabetes 
and hypertension. We identified novel common susceptibility CNVR loci, showing dose 
effects, at 17q21.31 in two independent cohorts. The main effect size is observed for the 
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CNVR1 locus, with an odds ratio (OR) per one copy-number increase for hypertension 
varying from 2.23 to 6.32, with a mean risk of 3.76 in ADVANCE diabetic patients. The 
mean OR per copy-number gain for hypertension and diabetes is 4.69 in FC. The observed 
effects are substantially higher than usually reported in complex traits. No SNPs, at these 
loci, have previously been reported to be associated with these diseases in humans. 
 
Chromosome 17 is particularly rich in segmental duplications in humans (38). Studies that 
provided linkage for essential hypertension to markers on chromosome 17 had diabetic 
hypertensives included in the cohort (39). Our study identified two 17q21.31 CNVRs 
which coincide with human blood-pressure quantitative trait loci (QTL) 34 and 35, 
suggesting their implication in the aetiology of hypertension. 
 
This study specifically points to two highly complex DNA region within 17q21.31, where 
two major haplotypes were previously described (40), H1 (direct orientation) and H2 
(inverted orientation). LRRC37A (partially overlaps CNVR2) and LRRC37A4P (3’ 
downstream CNVR1) define the boundary for this common human inversion 
polymorphism (35). CNVR1 locus maps to a region proximal to the 5′ end of CRHR1 gene, 
where the sequences of haplotypes H2 and H1 have been found to be relatively similar (40). 
H2, the ancestral haplotype, which is present in ~40% of our ADVANCE subjects, is 
enriched in European. European and Mediterranean populations have a marked enrichment 
of duplicated haplotypes in this region, with duplications showing greater population 
stratification (40). Recently, we identified 8 SNPs in CRHR1 (previously proposed as a 
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candidate for human hypertension (39)) in linkage with ANP levels in supine position in 
the same FC cohort (41), 51.2 Kb away from CNVR1 and 337.8 Kb away from CNVR2. 
CNVR1 lies next to the CNVR7113.6 locus, which gave weak evidence for association 
with two immune disorders, Type 1 diabetes and Crohn’s disease (CD), in a previous 
GWAS (15). The CNVR7113.6R association with CD was then confirmed by Roberts et al. 
(42). CNVR1 and 2 map to two human chronic obstructive pulmonary disease QTLs (12 
and 22) and the human rheumatoid arthritis QTL 28, further suggesting a role for these 
CNVR loci in immune and inflammatory responses. Interestingly, in a GWAS with CNVs, 
most of the candidate genes for T2D identified were related to transcriptional regulations 
and immune responses (11). Activated immunity and inflammation may represent the 
common trigger of T2D and hypertension pathogeneses (43). 
 
Kudo et al. (12) have identified a CNV on chromosome 4 associated with early onset of 
T2D, which contains genes related to glucose-induced insulin secretion cascade of 
pancreatic β-cells, pancreatic development and differentiation, and adipose tissue functions. 
Here we show that increased CN within CNVR1 is associated with early onset of T2D in 
ADVANCE. In addition, in FC, carriers of copy-number gain at this locus present increased 
AIRg, an insulin resistance (IR) trait reflecting both β-cell mass and function. The T2D 
pathogenesis involves progressive development of IR and a relative deficiency in insulin 
secretion by β-cell that lead to hyperglycemia. Enhanced β-cell function and expansion of 
β-cell mass are involved in the development of IR (34). There is also strong evidence of a 
relationship between insulin resistance, insulin concentration and blood pressure (44). We 
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can hypothesize that gain in copy numbers at this locus may contribute to premature β-
cell functional deregulation and IR. 
 
IR is a critical factor in the development of T2D and in driving the expression of a 
phenotype that usually includes both atherogenic dyslipidemia and hypertension (45). 
Accordingly, we show that increased CN at 17q21.31 loci is associated with higher T2D 
and hypertension prevalence in ADVANCE and FC subjects. Earlier appearance of 
clustering of risk factors and longer the time of exposure, are associated with higher the risk 
of developing CVD. IR/T2D and hypertension exert a cumulative effect on the risk of 
CVD, which appears higher in ADVANCE carriers of copy-number gain at the CNVR1 
locus. In ADVANCE, carriers of copy-number gain have an early onset of T2D and longer 
T2D duration. 
 
We also show that LOC644172 relative expression is modulated by the number of copies 
within CNVR1 in a dose-dependent manner. LOC644172 is a transcribed pseudogene of 
MAPK8IP1 that encodes the IB1 protein. Several studies have established a role of 
expressed pseudogenes in the regulation of expression of their functional paralog, namely 
coding parent gene (37). IB1 is expressed mainly in the brain and in Langerhans islets (46) 
and is considered a key regulator of the JNK pathway in neuronal and β-cells (47). Besides, 
IB1 level has been shown to be increased in white adipose tissue of obese mice, suggesting 
IB1 might trigger JNK activity and insulin resistance in obesity (48). IB1 is also a DNA-
binding transactivator of the glucose transporter GLUT2 (encoded by SLC2A2) and, a 
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missense mutation in the coding region of MAPK8IP1 segregated with T2D in a French 
family (49). 
 
LOC644172 is among the genes most stratified by copy number in the human genome 
(Vst=0.45) (50). Our data show that LOC644172 expression is modulated by copy-number 
change at the CNVR1 locus and may account for ~5% of MAPK8IP1 gene expression 
regulation. However, additional experiments are needed to characterize the mechanism by 
which LOC644172 regulates MAPK8IP1 gene expression. The present study demonstrates 
that augmented LOC644172 expression is associated with greater prevalence of T2D and 
hypertension. Besides, increased LOC644172 expression is associated with higher SBP (by 
11.4 mmHg in the third vs. first tercile of expression) and cholesterol-HDL ratio. These 
traits are involved in the development of CVD, and our study implicates increased 
LOC644172 expression in the molecular processes taking place during vascular aging and 
onset of CVD. 
 
The main limitation of the study is that the impact of haplotypes on CNV effects has not 
been clearly explored, as well as the nature of CNVR1 and CNVR2 interaction. However, 
while studies showing the association of the CNVR7113.6 locus with T1D or CD (15; 42) 
in Caucasians have been performed using tag SNPs, the approach used here reveals a dose-
dependent effect of the identified CNVR loci on hypertension and T2D. The major 
strengths of the present analysis are the inclusion of individuals from two different cohorts 
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and expression data from a third cohort. GWAS and functional analyses led to the 
identification of a novel candidate biomarker, LOC644172, for susceptibility to CVD.  
In summary, carriers of copy-number gain at these 17q21.31 loci, particularly at CNVR1, 
have augmented insulin resistance, early-onset T2D, increased prevalence of hypertension 
and an elevated risk of CVD. Our transcriptional analysis shows that the number of copies 
at this locus significantly influences expression levels of LOC644172, which in turn is 
associated with endophenotypes promoting vascular aging and elevating risk for CVD. 
Taken together, these findings suggest a strong implication of LOC644172 in the 
pathogenesis of T2D complications. 
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1.7 Tables and Figures 
Table 1- CNVR1 showed directionally consistent association with hypertension and 
T2D in French Canadians and with hypertension in diabetic ADVANCE subjects. 
 
Positions are given (in bp) based on Hg19 Assembly. Odds ratios (OR) are given per copy 
number gain. For the GWAS, results are adjusted for BMI, sex and age. For the replication, 
results are adjusted for PC1, PC2, genotyping chip and sex. Chr: chromosome. 
Directionally consistent results are shown in bold. 
  
     
    GWAS 
French Canadians 
N=165 
Replication 
ADVANCE 
N=3,301 
 
Chr Start End 
OR  
(95%CI) 
P value 
OR 
 (95%CI) 
P value 
CNVR1 17 43 656 
380 
43 658 
471 
4.69 
(1.22-
17.95) 
0.0242 3.76 
(2.23-6.32) 
5.87×10-7 
CNVR2 17 44 394 
412 
44 648 
367 
0.38 
(0.18-0.77) 
0.0072 3.38 
(2.12-5.40) 
3.37×10-7 
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Table 2-CNVR1 is associated with quantitative traits related to T2D and its 
complications. 
 CNVR1 CNVR2 
 β P value β P value 
French Canadians 
Acute Insulin Response 0.281 0.0142 0.189 0.0858 
ADVANCE 
Duration of T2D 
 
0.083 
 
0.0002 
 
0.012 
 
0.5405 
Age at T2D diagnosis -0.062 0.0053 0.001 0.9619 
Number of blood pressure-lowering 
drug 
0.090 2.84×10-5 0.089 2.05×10-6 
CVD risk score 0.045 0.0474 0.023 0.2494 
 
The beta coefficients, β, are given per copy number gain. Results for Acute Insulin 
Response to glucose (AIRg) are adjusted for BMI, sex and age. Results for duration of 
T2D, age at diagnosis and number of blood pressure-lowering drug are adjusted for PC1, 
PC2, genotyping chip and sex. Results for cardiovascular risk (CVD score, 4 years) are 
adjusted for PC1, PC2 and genotyping chip. In the ADVANCE CVD model of risk 
prediction (22), CVD was defined as fatal or non-fatal myocardial infarction, stroke or 
cardiovascular death. Nominally significant results are shown in bold.  
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Figure 1. CNVR1 is intergenic and highly enriched in H3K27Ac histone mark. The 
total region covered by all the CNV segments overlapping CNVR1 harbours four genes 
encoding five transcripts. CNVR1 is intergenic and highly enriched in H3K27Ac histone 
mark thought to enhance transcription of proximal gene. Database of Genomic Variant: 
blue=gain, red=loss, brown=complex, and black=unkown; UCSC Segmental Duplications: 
level of similarity between duplications (inter/intrachromosomal), red=99-100%, 
purple=96-98.99%, green=93-95.99%, and blue=90-92.99%. 
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Figure 2. CNVR1 influences LOC644172 expression. The figures were drawn based on 
43 CARTaGENE samples. A: LOC644172 mRNA relative expression was significantly 
higher in copy-number gain carriers (nominal P=0.01). P-values were estimated using a 
Wilcoxon rank sum testing expression levels higher in copy-number gain (red boxplots) 
carriers than in non-carriers (black boxplots). Adjusted P-values, with the adaptive 
Benjamini & Hochberg step-up FDR-controlling procedure, are indicated. The threshold for 
statistical significance was fixed at 0.05.*Adjusted P value when testing for expression 
level of transcripts of copy-number gain carriers lower than those of non-carriers: 0.19. B: 
LOC644172 relative expression is quantitatively modulated by copy-number change at the 
CNVR1 locus. P-value was estimated using a GLM. CN: copy-number, loss: CN<2, gain: 
CN>2.  
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Figure 3. Hypertension and Diabetes prevalence increases with LOC644172 transcript 
level. A: Hypertension prevalence and SBP according to LOC644172 gene expression level 
group. B: Diabetes prevalence and Chol/HDL according to LOC644172 gene expression 
level group. Results were estimated (using glm) according to LOC644172 gene expression 
level, each group containing 30 subjects from the CARTaGENE cohort with as much males 
as females, and adjusted for BMI and age. I bars indicate standard errors. SBP: systolic 
blood pressure (mmHg); HDL: high density lipoprotein (mmol.L-1); Chol: cholesterol 
(mmol.L-1).  
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Figure 4. Risk of CVD and vascular aging according to LOC644172 transcript level. 
Results were estimated (using glm) according to LOC644172 gene expression level, each 
group containing 30 subjects from the CARTaGENE cohort. Percentage risk of CVD 
(Framingham, 10 yrs.) [152] strongly increased with expression level group. Similarly, 
vascular age (23), which reflects the age (yrs.) of the vascular system of the individuals, 
robustly increased with expression level group. The delta of vascular vs. chronological age 
augmented notably with expression level group, as well. I bars indicate standard errors. 
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Data Supplement 
Ch CNVR 
Start End Size 
(bp) 
Dup Del P 
value OR (bp) (bp) Freq Freq 
1 4 152,555,706 152,586,594 30,888 0.00 56.97 0.8332 0.85 
1 5 169,233,974 169,242,401 8,427 0.00 44.85 0.8389 0.89 
3 9 98,944,763 98,949,421 4,658 0.00 24.24 0.0758 0.24 
3 10 162,137,600 162,142,705 5,105 0.00 9.09 0.7298 0.74 
3 11 175,080,747 175,914,479 833,732 1.21 9.09 0.6595 0.49 
4 12 9,461,230 9,479,345 18,115 0.00 49.09 0.8452 0.91 
4 13 63,669,936 63,671,662 1,726 0.00 26.06 0.5830 1.66 
4 14 69,244,434 69,288,142 43,708 0.00 61.82 0.3658 1.35 
5 17 17,601,553 17,603,462 1,909 0.00 10.91 0.8332 0.85 
6 20 33,938,743 33,942,705 3,962 0.00 9.09 0.8215 1.27 
8 24 24,974,443 24,984,250 9,807 0.61 60.00 0.4572 1.36 
8 25 39,235,603 39,386,965 151,362 0.00 60.61 0.4468 0.76 
9 27 40,476,154 40,619,760 143,606 0.61 9.09 0.9632 1.04 
10 32 58,846,314 59,210,991 364,677 0.00 40.61 0.5431 1.42 
11 34 49,708,375 49,710,861 2,486 0.00 10.91 0.9217 1.09 
11 35 55,447,237 55,453,009 5,772 0.00 39.39 0.1676 0.57 
12 37 70,872,675 70,878,027 5,352 0.61 27.88 0.6925 1.23 
14 40 20,210,997 20,213,055 2,058 40.00 0.00 0.5165 1.45 
15 46 22,373,070 22,383,201 10,131 71.52 1.21 0.3933 0.59 
16 50 78,372,440 78,379,675 7,235 0.00 73.33 0.5930 1.19 
17 51 18,355,392 18,412,558 57,166 1.21 71.52 0.1768 0.33 
17 1 43,656,380 43,658,471 2,091 13.94 5.45 0.0242 4.69 
17 2 44,394,412 44,648,367 253,955 13.33 61.82 0.0072 0.38 
18 54 51,207,209 51,209,577 2,368 0.00 16.36 0.8543 1.12 
19 58 20,596,206 20,667,064 70,858 0.00 11.52 0.2677 0.47 
20 59 29,420,352 29,448,955 28,603 0.00 25.45 0.2488 0.58 
Table S1. GWAS for hypertension and T2D in French Canadians Positions are given 
(in base pair, bp) based on Hg19 Assembly. Odds ratios (OR) are given per copy-number 
gain. The 26 CNVRs were selected based on their length (≥ 1 Kb) and on their variation 
frequency (Dup or Del above 9% in our FC population sample). Results for the GWAS are 
adjusted for BMI, sex and age. Associations nominally significant are shown in bold. Ch: 
chromosome; CNVR: Copy Number Variant Region; bp: base pair; Dup: duplication 
(copy-number (CN) >2); Del: deletion (CN<2); Freq: frequency (%).  
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Figure S1. TaqMan Validation. Comparison of copy-number (CN) assessment at the 
CNVR1 locus using Affymetrix microarrays (&BirdSuite) vs. TaqMan, in 46 FC from the 
Saguenay-Lac-St-Jean Region of Quebec. The R-squared value is indicated.  
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Figure S2. Frequency distribution of copy-number at the CNVR1 locus  
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Figure S3. LOC644172 relative expression is modulated by copy-number change at 
the LOC644172 pseudogene locus. Our data showed a strong dose-dependent effect of the 
number of copies at the LOC644172 locus (CN) on the relative mRNA levels of 
LOC644172, in 42 CARTaGENE subjects. The CN effect on LOC644172 relative mRNA 
levels was estimated using a GLM.  
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2.1- Abstract 
Copy-number variants (CNVs) are known to modulate susceptibility to several complex 
diseases, however little is known about the effects of CNVs on hypertension. We 
performed a genome-wide association study (GWAS) of CNV regions (CNVRs) with 
hypertension in 181 French Canadians (FC) from 21 families from the 
Chicoutimi/Saguenay-Lac-St-Jean region of Quebec. A weighted CNV risk score based on 
the effects of selected CNVRs was estimated and corrected for over-fitting by bootstrap 
resampling methods. Familial transmission was also demonstrated. 6 CNVRs at 3q29, 
8p23.1, 14q32.33, 17p11.3, 19q13.12 and 21q21.1 were identified with a mean inheritance 
of 82%. Area under the receiver characteristic curve (AUC) for each individual CNVR 
ranged from 0.54 to 0.64, while the AUC of the CNV score was 0.71. The CNV risk score 
was associated positively with prevalence of hypertension (P=2×10-10) and negatively with 
age at hypertension onset (β=-0.57, P=1.9×10-6). Decreasing copy-number at 19q13.12 
(mapping to FFAR3) was associated with greater hypertension prevalence in FC (P=0.009) 
and in 187 individuals from the Czech Post-Monica study (P=0.03), odds ratio (OR) per 
copy-number loss 2.00. At the 3q29 locus (adjacent to MUC20), the duplication was 
pathogenic in FC (OR=3.55, P=0.04), while the deletion was protective in 3349 subject 
from the ADVANCE trial (OR=0.70, P=0.006). 6 highly heritable CNVRs contributing to 
risk/protection of hypertension and its early onset were identified in FC, 2 of which were 
validated in independent cohorts. The resulting CNV risk score appeared as powerful as 
Framingham hypertension risk score in predicting hypertension in individuals aged less 
than 25.  
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2.2- Introduction 
Copy-number variants (CNVs) are sequences of at least 50bp1, 2 present in a variable 
number of copies within the genome and representing a source of genetic and phenotypic 
variability3. Several studies have implicated CNVs in the aetiology of complex human 
diseases such as schizophrenia and autism4-6; however, little is known about the effects of 
CNVs on blood pressure or hypertension (HT). 
Population studies have shown variable heritability for hypertension7, 8. Isolated 
populations with reduced genetic heterogeneity represent a valuable resource for genetic 
dissection of complex traits9-11. We conducted a study using the founder French Canadian 
population of the Chicoutimi/Saguenay-Lac-St-Jean region of Quebec (CSLSJ), which 
represents a genetically isolated and homogeneous population characterized by large family 
size and rapid growth between the mid-19th and 20th centuries and having computerized 
genealogical records going back to the early 17th century12.  
The present study aims to identify copy-number variant regions (CNVRs) associated with 
increased or decreased risk for HT and to analyse their transmission, in a French Canadian 
family-based cohort. Replication was tested in two independent cohorts, namely Czech 
Post-Monica and ADVANCE. 
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2.3- Methods 
2.3.1- Study cohorts 
French Canadians (FC) 
We selected 181 FC individuals from 21 multigenerational families13 from CSLSJ, 
ascertained by the presence of at least one sib pair affected by HT and dyslipidemia. The 
present study includes subjects aged from 19 to 92 years (mean age 50) with mean BMI of 
27.2 Kg.m-2. The sample consists of 52.5% hypertensive individuals and 46.4% males. 
Czech Post-Monica (CPM) 
We selected 187 individuals from the CPM cross-sectional survey14, ascertained by the 
presence/absence of albuminuria and/or metabolic syndrome (metS). The present sample 
consists of 47% hypertensives, 54% males, and includes subjects with mean age 51.8 
(ranging from 26.2 to 65.7) and a mean BMI of 28.2 Kg.m-2.  
ADVANCE 
We selected 3449 individuals from the Action in Diabetes and Vascular Disease: Peterax 
and Diamicron MR Controlled Evaluation (ADVANCE) study15. All subjects were diabetic 
aged from 47 to 87 (mean age 66.7) with a mean BMI of 30 Kg.m-2. The sample consists of 
60% hypertensive individuals and 64% males.  
 
2.3.2- Phenotypes 
French Canadians 
Cohort selection and phenotyping have been previously described16, 17. The population 
living in the CSLSJ is relatively isolated, displaying a founder effect for several conditions 
and with computerized genealogical records going back to 160812, 13. Affected sib pair 
inclusion criteria were HT (systolic blood pressure [SBP]>140 mmHg and/or diastolic 
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blood pressure [DBP]>90 mmHg measured on two occasions or the use of antihypertensive 
medication), dyslipidemia (plasma cholesterol ≥5.2 mmol/L and/or HDL cholesterol ≤0.9 
mmol/L or the use of lipid-lowering medication), BMI<35 kg/m2 age 18–55 years, and 
Catholic French Canadian origin. Exclusion criteria included secondary hypertension, 
DBP>110 mmHg in spite of therapy, diabetes mellitus, renal or liver dysfunction, 
malignancy, pregnancy, and substance abuse. Subsequent to affected sib pair selection, all 
first- and second-degree relatives aged >18 years, independent of health status, were invited 
to participate in the study. The total recruited population included 897 subjects constituting 
1,617 sib pairs within 120 families (mean size 7.3 persons; median size 5 persons). The 
study was approved by the Ethics Committees of Complexe hospitalier de la Sagamie 
(Chicoutimi, Quebec), Université du Québec à Chicoutimi, and the Centre hospitalier de 
l’Université de Montréal. All subjects gave informed consent. All phenotyping was 
performed by trained personnel following standard operating procedures as described 
previously16, 17. Antihypertensive drugs were withdrawn for at least 1 week before the onset 
of the phenotyping protocol. A 1-year Framingham score18 was used to define risk of 
hypertension.  
 
Czech Post-Monica 
We examined a representative population sample (n=3612) aged 25-64 years for the 
presence of previously described19 major cardiovascular risk factors as part of the Czech 
Post-Monica cross-sectional survey (2007-2009). Urinary albumin excretion was 
determined using immunoturbidimetry in overnight spot urine samples. Albuminuria was 
defined as an albumin/creatinine ratio (ACR) ≥1.9 mg/mmol in males, and ≥2.8 mg/mmol 
in females19. The metabolic syndrome (metS) was defined according to a joint interim 
statement20. We selected 94 cases ascertained by presence of albuminuria and matched 
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them by age and sex to 94 controls using following criteria: a) 63 cases presenting 
albuminuria and metS were matched to 63 controls without albuminuria or metS, b) 31 
cases presenting ACR from the upper extreme of the distribution curve were matched to 31 
controls without albuminuria, irrespective of the presence of metS. Individuals with blood 
pressure >140/90mmHg, fasting plasma glucose >6 mmol/L, current use of 
antihypertensive and/or glucose lowering medication and manifesting cardiovascular 
diseases were not eligible as controls. For the present study, HT was defined as SBP>140 
mmHg and/or DBP>90 mmHg measured on two occasions or the use of antihypertensive 
medication.  
 
ADVANCE 
The ADVANCE (Action in Diabetes and Vascular Disease: Peterax and Diamicron MR 
Controlled Evaluation) study is a factorial, multicentre, randomised controlled clinical trial 
of 11,140 participants recruited from 215 centers in 20 countries15. The ADVANCE genetic 
substudy was designed to identify the genomic signatures of complications in type 2 
diabetes (T2D) and to determine the pre-symptomatic predictors of the risk of myocardial 
infarction, stroke and nephropathy in patients with T2D. Hypertension status was defined 
by history of hypertension and treatment with blood pressure-lowering drugs used at 
baseline, including: calcium antagonists or angiotensin II receptor antagonists or other ACE 
inhibitors or perindopril or beta-blockers or other antihypertensive agents or thiazide-like or 
other diuretics. 
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2.3.3- The sibling risk ratio (λs) in French Canadians 
The sibling risk ratio (λs) of disease is a standard parameter used to estimate the statistical 
power for detection of a disease locus. Details about λs calculation and results are presented 
in methods of the supplemental appendix.  
2.3.4- CNV detection and selection 
182 FC and 188 CPM subjects were genotyped using the Affymetrix 6.0 Human SNP 
Array, while 3629 ADVANCE subjects were genotyped with Affymetrix 5.0 (~30%) and 
6.0 arrays according to the manufacturer’s protocol. CNV calls in FC and ADVANCE 
subjects were made using PennCNV21 and further analyzed with the ParseCNV algorithm22. 
We used the Birdsuite tool set23 in combination with Plink24 as an independent method of 
calling CNVs in FC and for calling CNVs in CPM subjects. Details about CNVs calling 
and CNVR selection are presented in methods of the supplemental appendix. 
 
2.4- Statistical analyses  
Analyses of the selected CNVRs were conducted using R software (version 2.15.3). 
Association analyses used a Generalized Estimating Equation (GEE) model with a binomial 
distribution and an exchangeable working correlation matrix to account for familial 
connection for FC and a Generalized Linear Model (GLM) for other subjects. The models 
included BMI, sex and age (or the first two components of population stratification PCA, 
the genotyping chip and sex for ADVANCE subjects) as fixed effects, hypertension status 
and the copy-number (CN) change/presence of CNV.  
Results for SBP and DBP were tested using the above models with a Gaussian distribution 
where explanatory variables were scaled to obtain the beta coefficients (β) so that one SD 
variation in CNV/CN change was associated with β×SD in quantitative trait unit.  
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The threshold for statistical significance was fixed at 0.05.  
 
2.4.1- Construction of a weighted CNV score.  
A Weighted CNV Risk Score was constructed in order to assess the combined impact of 
selected CNVs with independent effects on hypertension risk, in FC. We adapted the 
formula used by Lin et al.25: 
Weighted CNV Score = wi× CNi 
Combined Weighted CNV Score = w1× CN1+…+ wk× CNk      
For each FC individual, we constructed a weighted CNV score where CNi was the number 
of risk copies (0, 1, 2, 3 or 4) or the presence of risk CNV (0 or 1) for the specific locus, 
and w was the appropriate determined weight. The weighted score was based on the 
assumption that the k selected CNVs have independent effects on hypertension and 
contribute to the log risk of hypertension in an additive fashion.  
 = ∑ log(OR𝑖) × CN𝑖𝑘𝑖=1  
The odds ratios (ORs) were based on CNV association analyses with hypertension 
performed in the present FC population sample. To avoid overestimations, we used the 
lower value of the confidence interval for increased effects and the upper value of the 
confidence interval for protection effects.  
Internal validation of the CNV risk score was carried out using a bootstrap method 
involving 1000 replications to adjust model parameters for potential over-fitting26. 
Area under the receiver characteristic curve (AUC) assesses the extent to which predicted 
risks discriminate between individuals who will develop hypertension from those who will 
not27, with AUC ranging from 0.5 (total lack of discrimination) to 1.0 (perfect 
discrimination). Curves were drawn using the ROCplot function in R.  
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2.4.2- Transmission analysis 
We used PEDSTATS28 to check for Mendelian inheritance of copy number. This tool 
provides summary of genetic data of large pedigrees and allows up to 4 genotypes as 
entries. Similar to Wang et al.,29 we inferred chromosome-specific copy-numbers, namely 
1/1, 1/2, 2/2 or 1/3, 2/3 and 3/3 for the given total copy-number 0, 1, 2, 3 and 4, 
respectively. We assigned chromosome-specific copy-numbers to parents, enabling the 
prediction of the more plausible chromosome-specific copy-numbers in offspring. Reported 
Mendelian inconsistencies in pedigrees were considered as de novo mutations. 
 
Replication 
We investigated the association with hypertension of the CNVRs initially identified in FC, 
in two additional cohorts namely CPM and ADVANCE. 
 
2.5- Results 
The family-based cohort showed increased λs for hypertension, particularly in 
younger individuals (Figure S1, supplemental appendix). Study design is summarized in 
Figure S2 (supplemental appendix) and results are displayed in Table 1. Two CNVR 
duplications were associated with increased risk of hypertension, while one duplication was 
associated with protection against hypertension. All CNVR deletions were associated with 
increased susceptibility to hypertension, two of which showed quantitative-effects. The six 
identified CNVRs, whose frequencies are presented in Figure S5 (supplemental appendix), 
appear to map principally to human QTLs related to immune and inflammatory responses 
(Figure S6, supplemental appendix). We also analyzed 114 individuals from 18 families for 
the inheritance of these CNVRs. Families ranged in size from 3 to 24 (average 6), with 72 
  
79
individuals having both parents genotyped. The identified CNVRs appeared mainly 
inherited, with a mean inheritance of 82% (Table 2).  
 
CNV scores were constructed using CNVR independent effects, the combined CNV 
risk score ranging from -26% to 36%. The CNV risk score association with prevalence of 
hypertension reached P=2×10-10 (genome-wide significant P <5×10-4)22 and showed an 
adjusted AUC of 0.71, making the additive model a more powerful discriminator (Figure 
1). Deletions at 19q13.12 and 17p11.3 were the best individual discriminators with AUCs 
of 0.61 and 0.64, respectively.  
 
Associations with quantitative traits are shown in Table 3. CN gain at 21q21.1 was 
associated with younger age of hypertension onset (-8.3 yrs, P=0.005). CN loss at 19q13.12 
was associated with increased SBP (+5.75 mmHg per CN, β=0.13, P=0.02) as was gain at 
3q29 (+8.88 mmHg, P=0.0006). Most importantly, the CNV risk score was positively 
associated with both SBP and DBP, adjusted β of 0.16 (P=0.02) and 0.13 (P=0.04) 
respectively, and negatively with age at hypertension onset (adjusted β=-0.57, P=1.94×10-
6). 
 
In FC individuals younger than 25 years old, the CNV risk score showed an 
adjusted AUC of 0.94 and the HT Framingham risk score18 AUC was 0.97 (Figure2). 
 
Replication results are presented in Figure S8 (supplemental appendix). The effect 
of the 19q13.12 deletion was confirmed in CPM, OR for hypertension per CN loss of 2.08 
(95% CI 1.05-4.12, P=0.03). Particularly, SBP increased (+4.31 mmHg) per CN loss 
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(β=0.13, P=0.04). In ADVANCE, hypertension prevalence also increased with CN at 3q29 
(OR=1.18, 95% CI 1.00-1.40, P<0.05), 3q29-loss showing a protective effect (OR=0.70, 
95% CI 0.55-0.90, P=0.006). However, in ADVANCE, gains at 14q32.33 appeared 
pathogenic (OR=1.74, 95% CI 1.16-2.61, P=0.008). 
 
2.6- Discussion 
We report six different loci contributing to hypertension risk, in French Canadian 
(FC) families from CSLSJ. Deletions 17p11.3 and 19q13.12 showed dose effects with 
mean OR per CN loss for hypertension of 1.80 and 2, respectively. Moreover, a CN loss on 
21.q21.1 was found to be pathogenic with an OR of 2.52 for hypertension. Gains on 
chromosomes 3q29 and 8p23.1 presented ORs for hypertension of 3.55 and 2.44, 
respectively, while a duplication 14q32.33 was protective with an OR for hypertension of 
0.16.  
We evaluated the capacity of the six selected CNVRs to discriminate between individuals 
with and without hypertension. Deletions at 19q13.12 and 17p11.3 appeared as better 
discriminators. Although, the independent effect of each individual CNVR is small, 
combining them notably improved the predictive ability and the resulting CNV risk score 
appeared robustly associated with prevalence of hypertension and age at onset. Indeed with 
an additive impact to known risk factors such as smoking or obesity.  
 
Obesity is known to be associated with increased risk for hypertension, a collection 
of metabolic disorders and cardiovascular diseases8, 30. We identified two CNVRs localized 
at 14q32.33 and 19q13.12 that map to human body weight QTLs, while two CNVRs at 
8p23.1 and 17p11.3 coincide with human blood-pressure QTLs, further suggesting their 
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implication in the aetiology of hypertension. Almost all reported CNVRs lie within QTLs 
related to immune and inflammatory responses. Activated immunity and inflammation 
represent an important trigger of hypertension pathogenesis and associated metabolic traits 
such as T2D31.  
 
Z49979 mRNA (the closest coding sequence to the 21q21.1 deletion) is similar to 
mRNAs of ETS transcription factor family members, such as ESE-1 which plays an 
important counter-regulatory role in balancing Ang II-induced vascular inflammation and 
remodeling32. Zhan et al.33 showed that ESE-1 gene deletion in mice is associated with 
vascular inflammation and remodeling alterations, along with exaggerated SBP in response 
to Ang II. We can hypothesize 21q21.1 CN losses may affect blood pressure through 
similar mechanisms involving modulation of Z49979 expression. We show that loss at 
21q21.1 is associated with increased prevalence of hypertension and early-onset 
hypertension in FC.  
 
CNVRs at 17q11.3 overlap several genes which could potentially have an impact on blood 
pressure including LGALS9C, which is similar to galectin-9 (GAL-9) which was shown to 
have anti-inflammatory properties in mice34. Deletions of LGALS9C might lead to 
increased inflammatory responses involved in hypertension pathogenesis31. Our results 
reveal that decreased CN at 17q11.3 is associated with increased prevalence of 
hypertension in FC.  
 
The CNVR at 14q32.33 maps to the Ig heavy chain variable region locus. Pandey35 
hypothesized that immunoglobulin GM genes - genetic markers of IgG heavy chains 
located on chromosome 14 - are functional risk/protective factors for Alzheimer’s disease. 
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Similarly, our data show that duplication at 14q32.33 is protective against hypertension. 
Conversely, in ADVANCE diabetic subjects, the duplication at 14q32.33 appears to be 
pathogenic. According to Glessner et al.22, CNVs that map to the Ig heavy chain variable 
region, which are frequently found in multiple studies, are not factual. However, Schooling 
et al.36 reported a case of paradoxical association where alanine transaminase is positively 
associated with ischemic heart disease (IHD) related to diabetes, but negatively associated 
with IHD unrelated to diabetes. Some aspects of IgG heavy chain function might underlie 
the opposite associations with diabetes and non-diabetes associated hypertension. 
The 8p23.1 region is characterized by complex rearrangements and duplications37. A 
pseudogene of family with sequence similarity 90, member A25 (FAM90A25P) maps to 
this region. Bosch et al.37 have shown that FAM90A is exclusive to primates and represents 
an example of gene expansion by duplication across the hominoid lineage. In addition, 
FAM90A genes have been shown to have highly variable in CN between populations and 
between individuals38. FAM86B, localized within this region, also belongs to a family of 
variants whose duplication is observed only in primates39. A pseudogene of beta defensin 
109 (DEFB109P1) is also found on chromosome 8p23.1. Defensins play important roles in 
adaptative immunity and beta-defensin is among the main host defenses produced by 
organs and tissues against microbial infection40. In humans, the 8p22-23 defensin locus 
seems to have evolved by successive duplications and subsequent divergence to give a 
cluster of diverse paralogous genes41. Gains on chromosome 8p23.1 are associated with 
increased risk for hypertension in our FC population sample. Taken together, we can 
hypothesize the observed association may be the consequence of genetic adaptations 
specific to primates and particularly humans. 
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The free fatty acid receptor 3 gene, FFAR3 (or GPR41), surrounds the 19q13.12 deletion. 
Propionate is a short-chain fatty acid (SCFA) produced by the gut microbiota and Pluznick 
and al.42 demonstrated that in mice, a portion of propionate hypotensive effect is mediated 
by Ffar3. Most importantly they identified a cross-talk between the gut microbiota and the 
renal-cardiovascular system. Our results show that prevalence of hypertension rises with 
CN loss at this 19q13.12 locus, particularly, SBP increases with CN loss. We validated the 
dose effect of 19q13.12 on hypertension in the CPM sample, ascertained by 
presence/absence of albuminuria and/or metS. It is likely that the 19q13.12 CNVR affects 
blood pressure in humans, in a quantitative way, via modulation of FFAR3 expression in 
response to SCFAs stimulation.  
 
Some segments of the CNVR on chromosome 3q29 overlap the MUC20 gene. We show 
that the duplication at 3q29 is associated with increased risk for hypertension and higher 
SBP in FC. We validated that CN at 3q29 increased with hypertension prevalence, in 
ADVANCE diabetic subjects in which the 3q29-loss protective effect was emphasized. 
These effects may be mediated by MUC20 which is associated with renal damaged and 
repair43 and up-regulated in the renal tissues of patients with IgA nephropathy44, whose 
early-onset symptoms include hypertension45. Additional experiments are needed to clarify 
these different hypotheses. 
 
We then investigated the inherited predisposition to hypertension, in our FC familial 
cohort. The three most frequent CNVRs, namely deletions at 17p11.3, 19q13.12 and 
21.q21.1, appeared to be highly inherited. Nguyen et al.46 argued that CNVs might be 
driven to higher frequency as a consequence of their adaptive benefit, in humans. This is 
well illustrated by the salivary amylase 1 genes (AMY1) with extensive CN variability, 
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reflecting positive selection imposed by diet on amylase copy-number during evolution47. 
Similarly, FFAR3 CN variation at 19q13.12 might be derived from dietary habits involving 
SCFA production by the gut microbiota. Gains on chromosome 3q29 were usually 
inherited, while losses appeared to be mainly de novo. Variations on chromosome 8p23.1 
seemed principally inherited, with gains showing greater inheritance. Finally, most of the 
variations on chromosome 14q32.33 appeared inherited, although only one gain was 
available for the transmission analysis. 
 
The Framingham score18 developed for predicting 1-year risk for new onset of 
hypertension includes BMI, sex, age, smoking, DBP, SBP and parental hypertension 
history. The CNV risk score was as powerful as the Framingham HT risk score, in 
predicting hypertension in individuals aged less than 25. The CNV risk score is likely to 
add precision over parental history on predicting early-onset hypertension and benefits over 
Framingham HT risk score in the identification of presymptomatic at risk individuals. 
 
The results of this study require further validation. A limitation of the study is that the 
methods of CNV detection are limited to the detection of total copy-number, rather than 
copy-number in each of the two homologous chromosomes29. Some identified associations 
may be restricted to FC from CSLSJ, since CNV distributions have been shown to be 
highly population-specific48. However, Chen et al.48 demonstrated that more frequent 
CNVRs are more likely to be common to many populations, and indeed two identified 
associations were also observed in two independent validation cohorts. Although precise 
boundary determinations are subject to some technical uncertainty, the CNVR-approach 
most likely reflects recurrent CN changes at the same locus. The major strength of the 
present analysis is the use of two different algorithms of detection and three different tests 
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for selection of true associations with hypertension. Moreover, we used a homogeneous 
family-based cohort with increased λs, enabling identification of Mendelian loci 
contributing to hypertension. 
 
Pespectives 
We identified six highly heritable loci, varying in copy-number and contributing to 
risk/protection of hypertension in our FC population sample, two of which were associated 
with higher SBP and further validated in two additional independent cohorts. The resulting 
combined CNV risk score is strongly associated with prevalence of hypertension and age at 
diagnosis of hypertension. This CNV risk score appeared as powerful as Framingham 
hypertension risk score in predicting hypertension in young people. This study provides 
support for an additive model in which multiple CNVRs appear involved in the risk for 
essential hypertension. Our findings suggest these CNVs influence genes mainly related to 
immune and inflammatory responses and renal damaged and repair, of which some are 
exclusive to primates and/or may have been selected through the hominoid lineage, based 
on their adaptive benefit.  
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Novelty and significance 
What Is New?  
 6 CNVRs were identified in a GWAS of hypertension performed in a family-based 
cohort and a CNV risk score was calculated. 
 The predictive power of hypertension-associated CNVRs was evaluated. 
What Is Relevant?  
 The effects of 2 CNVRs were confirmed in independent cohorts; however results of 
this study require further validation. 
 The CNV risk score reached genome-wide significance and was a statistically 
significant predictor of hypertension in this FC population sample. 
 The CNV risk score was as powerful discriminator as Framingham hypertension 
risk score in individuals less than 25 years of age.  
Summary 
The association of CNVs with hypertension risk is consistent with an effect on age at 
hypertension onset.  
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Table1. GWAS identified six CNV regions nominally associated with hypertension in French Canadians. Details of Copy-Number 
(CN) Variant Regions (CNVR), cytoband location, event, frequency (Freq.) in cases and controls and P-values are indicated. Positions are 
given relative to UCSC Hg19. Results were adjusted for BMI, sex and age. Nominally significant results are shown in bold. *FAM66A, 
LOC649352, DEFB109P1, FAM90A25P, FAM86B2, LOC729732 LOC100506990. **KRT16P1, LGALS9C, USP32P2, FAM106A, 
CCDC144.
CNVR 
 
Cytoband 
location 
 
Event Freq. 
in 
cases 
Freq. 
in 
controls 
OR per CN 
gain/loss 
(95% CI) 
P-
value 
 
OR 
per event 
(95% CI) 
P-value 
 
Closest Gene(s) 
 
chr3:195442787- 
195446922 
3q29 Gain 16% 6% 1.54 
(0.61,3.86) 
0.360 3.55 
(1.03, 12.17) 
0.044 SDHAP2, MIR570, 
MUC20, MUC4 
chr8:12241505- 
12247486 
8p23.1 Gain 16% 5% 1.18 
(0.77, 1.81) 
0.453 2.44 
(1.11, 5.38) 
0.027 [FAM66A,..., 
LOC100506990]* 
chr14:106893273- 
106918649 
14q32.33 Gain 3% 12% 0.70 
(0.32, 1.51) 
0.362 0.16 
(0.04, 0.55) 
0.003 AbParts 
 
chr17:18426461- 
18465221 
17p11.3 Loss 69% 46% 1.80 
(1.16-2.79) 
0.008 1.48 
(0.89,2.45) 
0.125 [KRT16P1,..., 
CCDC144B]** 
chr19:35855353- 
35861848 
19q13.12 Loss 39% 19% 2.00 
(1.19-3.36) 
0.009 1.88 
(1.04, 3.41) 
0.036 FFAR3 (or GRP41) 
 
chr21:23655764- 
23664658 
21q21.1 Loss 18% 7% NA NA 2.52 
(1.69, 3.75) 
5.67×10-06 Z49979, Z49981 
 
  
CNV locus 
Cytoband 
location 
Duplication 
inheritance 
Deletion 
inheritance 
chr3:195442787- 
195446922 
3q29 100% (13/13) 25% (2/8) 
chr8:12241505-
12247486 
8p23.1 80% (8/10) 72.7% (16/22) 
chr14:10689327-
106918649 
14q32.33 100% (1/1) 80% (12/15) 
chr17:18426461-
18465221 
17p11.3 - 100% (44/44) 
chr19:35855353-
35861848 
19q13.12 - 82.3% (14/17) 
chr21:23655764-
23664658 
21q21.1 - 100% (9/9) 
 
Table 2. Percentage of Inheritance of the identified CNVRs. Positions are given relative 
to UCSC Hg19. Results are based on 72 individuals having both parents genotyped. 
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Figure 1. ROC plots for models containing each CNVR effect and the resulting CNV 
Risk Score. The CNV risk score was constructed using the six identified CNVR effects and 
adjusted for over-fitting.  
  
  
94
 
Age at Hypertension Onset SBP DBP 
Event β P-value β P-value β P-value 
 
Gains 
      3q29 
 
 
-0.0318 
 
 
0.7645 
 
 
0.1233 
 
 
0.0006 
 
 
0.1214 
 
 
0.0887 
      8p23.1 -0.0159 0.8617 0.0427 0.2377 0.0210 0.7558 
      14q32.33§ NA NA -0.0948 0.1136 -0.0357 0.1523 
 
Losses 
      
      17p11.3* 0.0515 0.5663 0.0334 0.3477 0.0531 0.1921 
      19q13.12* -0.0801 0.4626 0.1297 0.0232 0.1595 0.0517 
      21q21.1 -0.1726 0.0051 0.0697 0.3984 0.0651 0.3600 
 
CNV 
risk score 
-0.5687 1.94×10-6 0.1585 0.0252 0.1338 0.0427 
 
Table 3. Associations with quantitative traits related to blood pressure. The beta 
coefficients, β, are given per *copy-number loss or presence of risk/protective CNV or 
score increase. The CNV risk score was constructed using the six identified CNVR effects 
and adjusted for over-fitting. Results of association of gains, losses or CNV risk score with 
drug corrected SBP and DBP were adjusted for BMI, sex and age. §Age at hypertension 
onset information was only available for 1 gain-carrier. Significant results are shown in 
bold.  
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Figure 2. The CNV risk score was as powerful as Framingham hypertension risk 
score in predicting hypertension in individuals less than 25 years of age. The CNV Risk 
Score was constructed using the six identified CNVR effects and adjusted for over-fitting. 
The HT Risk Score was defined using a 1-year Framingham score18. A- Individuals aged 
(or diagnosed hypertensive at) less than 25. B- Individuals aged 25 or older, excluding 
those diagnosed hypertensive at less than 25 years old.  
  
DISCUSSION 
Cette étude présente, d’une part, une analyse pangénomique identifiant deux 
nouveaux loci de région de CNVs (CNVRs) à effets quantitatifs sur 17q21.31, en 
association avec l’hypertension et le diabète de type 2 chez les individus SLSJ et en 
association avec l’hypertension chez les diabétiques ADVANCE. L’approche statistique 
adoptée, nous a permis de souligner le rôle essentiel du locus CNVR1 sur l’insulino-
résistance, la prévalence de l’hypertension et du diabète et le risque cardiovasculaire. Par la 
suite, des études fonctionnelles effectuées sur la cohorte CARTaGENE ont mené à 
l’identification du biomarqueur, LOC644172, régulé par CNVR1 et impliqué dans les 
complications du diabète de type 2.  
 
D’autre part, nous avons identifié six régions de CNVs associées à la prévalence de 
l’hypertension chez des familles du SLSJ et évalué leur héritabilité. Plus particulièrement, 
un nouveau locus de CNVR à effet quantitatif identifié chez les individus SLSJ, au niveau 
du gène FFAR3, et négativement associé à la prévalence de l’hypertension a été validé dans 
la cohorte indépendante MONICA. De plus, au locus 3q29 (proche de MUC20), la 
duplication était pathogénique chez les sujets SLSJ alors que la délétion est apparue 
protectrice chez les sujets ADVANCE. Cette étude comprend également l’une des 
premières analyses utilisant des courbes de caractéristique de performance (courbes ROC) 
permettant d’évaluer la puissance prédictive des CNVs sur l’hypertension.  
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Les stratégies d’analyse 
Les maladies complexes sont influencées par de nombreux facteurs de risque, à la 
fois génétiques et environnementaux. Cependant, les études d’association à l’échelle du 
génome entier évaluent communément l’effet d’un seul variant génétique à la fois, ignorant 
les effets des autres variants ainsi que les interactions entre variants. Cette approche aurait 
tendance à sous-estimer l’ampleur réelle de l’effet de certains variants génétiques sur les 
phénotypes qualitatifs [147]. En effet, un locus de CNVR, considéré isolément, ne peut 
suffire à expliquer la majorité des cas d’hypertension artérielle observés. Nos résultats 
montrent que combiner les effets de plusieurs loci de CNVRs, permet de distinguer avec 
une meilleure sensibilité/spécificité, les cas des contrôles (courbes ROC). De plus, le fait 
d’intégrer deux loci de CNVRs et leur interaction dans le même modèle d’association, nous 
a permis de révéler l’effet notable d’un locus de CNVR sur l’hypertension et le diabète de 
type 2, et de ce fait sur le risque cardiovasculaire.  
 
Si les dernières générations de biopuces de SNPs comprennent des sondes 
spécifiques à la détection de CNVs [98], il faut noter que les études initiales utilisaient des 
biopuces de SNPs non-élaborées à la base pour la détection de la variabilité dans le nombre 
de copies [97]. Ainsi, l’utilisation de TagSNPs, pour capturer l’effet phénotypique des 
CNVs, pourrait également expliquer la difficulté des précédentes études d’association, 
réalisées à l’échelle génomique, à identifier de nouveaux CNVs influençant la susceptibilité 
à l’hypertension artérielle. En effet, de nombreux déséquilibres de liaison entre des SNPs 
présents sur les plateformes de génotypage commerciales et des CNVs communs ont été 
détectés. Ce qui implique qu’une proportion importante de l’effet phénotypique des CNVs 
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analysés par cette méthode, aurait déjà été indirectement capturée par la plupart des 
études d’association pangénomiques utilisant des SNPs [126,148,149]. De plus, cette 
approche TagSNPs cible généralement les délétions ou les duplications, négligeant l’impact 
de l’effet quantitatif exercé par de nombreux CNVs sur la variation phénotypique humaine.  
 
La cohorte de découverte : une cohorte familiale 
L’observation d’une agrégation familiale constitue une première étape vers 
l’estimation de la composante génétique d’une pathologie donnée. Plus particulièrement, 
les cohortes incluant des cas de développement précoce de maladies complexes seraient 
enrichies en marqueurs génétiques hérités [150,151]. De plus, ce type de cohortes 
faciliterait la détection de marqueurs génétiques à effets relativement importants [152,153]. 
Dans ce contexte, l’utilisation de la cohorte familiale du Saguenay-Lac Saint-Jean (SLSJ) 
comme cohorte de découverte a permis l’identification de loci de CNVRs hautement hérités 
et associés à une protection ou un risque, relativement accru(e), contre/pour l’hypertension 
artérielle. En effet, la présente étude montre que cette population, essentiellement 
homogène, se caractérise par un risque relatif familial (λs) lié à l’hypertension qui double, 
chez les sujets de 45 ans et moins (λs ~ 4) comparativement à ceux de plus de 45 ans (λs ~ 
2). Plus particulièrement, la prévalence de l’hypertension est environ 27 fois plus grande 
chez les moins de 25 ans dans notre cohorte, comparativement à la même classe d’âge au 
SLSJ (voir figure S1- Supplemental data- Chapter II). Un risque relatif familial élevé reflète 
une susceptibilité génétique supérieure à la population générale. Ainsi, nous avons identifié 
six CNVRs hautement hérités et associés à l'hypertension chez les sujets SLSJ. Le score de 
risque des effets pondérés de ces CNVRs est apparu positivement et étroitement relié à la 
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prévalence de l’hypertension (P=2×10-10) et négativement associé à l’âge de diagnostic 
de l’hypertension (β=-0,57, P=1,94×10-06). Ce score de risque présente une statistique C de 
l’aire sous la courbe de 0,71 pour l’hypertension, dans notre population SLSJ. Le score de 
risque Framingham pour l’hypertension artérielle (HTA) [154] est basé sur l’histoire 
familiale et plusieurs critères cliniques incluant les pressions artérielles systolique et 
diastolique. Chez les sujets SLSJ, la performance du score de risque pondéré des CNVs est 
similaire à celle du score de risque HTA Framingham, chez les moins de 25 ans. Le score 
de risque pondéré des effets des CNVs, développé dans cette étude, est plus susceptible que 
le score de risque HTA Framingham de permettre le diagnostic présymptomatique des 
sujets à haut risque de développer l’hypertension artérielle.  
 
La réplication des résultats dans des cohortes indépendantes 
Des associations détectées dans la cohorte de découverte du SLSJ, à 3 loci de 
CNVR (17q21.31, 19q13.12 et 3q29), ont pu être effectivement répliquées dans la cohorte 
ADVANCE ou MONICA.  
 
Le nombre de copies au locus CNVR1, sur le chromosome 17q21.31, est apparue 
positivement associée à la prévalence du phénotype diabète et hypertension chez les 
individus SLSJ et à la prévalence de l’hypertension chez les diabétiques ADVANCE. Plus 
particulièrement, la duplication au locus CNVR1 a également été reliée à une résistance à 
l’insuline élevée (SLSJ), un développement relativement plus précoce du diabète et de ce 
fait à une durée plus longue de la pathologie ainsi qu’à un risque cardiovasculaire accru 
(ADVANCE). En effet, l’hyperinsulinisme secondaire à l’insulino-résistance précède, de 
  
100
plusieurs années, l’insulino-déficience à l’origine de l’hyperglycémie du diabète de type 
2. D’autre part, une hyperglycémie chronique et prolongée affecte dramatiquement 
l’intégrité de nombreux tissus cibles incluant le tissu vasculaire. En conséquence, 
l’hypertension artérielle des porteurs de la duplication découlerait de l’insulino-résistance, 
ce qui expliquerait son association avec le diabète de type 2. De plus, l’utilisation de la 
réponse insulinique aigüe au glucose (AIRg) pour estimer l’insulino-résistance, suggère que 
CNVR1 affecterait la fonction cellulaire bêta pancréatique. CNVR1 est intergénique et 
hautement enrichie en signature H3K27Ac associée aux éléments régulateurs actifs. Des 
études fonctionnelles menées sur des échantillons de la cohorte CARTaGENE ont permis 
d’identifier un nouveau biomarqueur, LOC644172, régulé par CNVR1 et dont le dosage 
apparaît étroitement associé au risque cardiovasculaire et à l’âge vasculaire. En effet, 
LOC644172 est également associé à la prévalence du diabète de type 2, de l’hypertension, à 
la pression systolique et au ratio cholestérol-HDL. Un pseudogène est une copie incomplète 
d’un gène, à laquelle il manque des éléments régulateurs (par ex. promoteurs ou introns). 
LOC644172 est le pseudogène fonctionnel (transcrit mais non traduit) de MAPK8IP1 qui 
encode la protéine IB1 [155]. MAPK8IP1 et IB1 ont été reliés à la résistance à l’insuline 
[156], au diabète de type 2 (DT2) [157] et à la dégénérescence cellulaire observée dans 
Alzheimer et le DT2 [158]. IB1 est principalement exprimée dans les îlots de Langherans et 
le cerveau où elle apparait comme un régulateur clef du sentier de signalisation JNK dans 
les cellules neuronales et bêta pancréatiques [155,158]. IB1 est un transactivateur de 
l’expression de la protéine GLUT2 dont le gène, SLC2A2, a été associé au risque 
cardiovasculaire [159]. Des études ont montré qu’un pseudogène fonctionnel peut affecter 
la régulation de l’expression du gène fonctionnel « parent » en agissant par exemple comme 
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transcrit antisens, miRNA decoy ou via la production de petits ARNs interférences 
(siRNA) [160,161]. On peut donc envisager que les porteurs de duplication au locus 
CNVR1 développent précocement une anomalie de la fonction bêta pancréatique et de 
l’insulino-résistance, dues à un dosage élevé de LOC644172 qui perturberait, en retour, la 
régulation de MAPK8IP1. 
 
Un autre locus de CNVR, sur le chromosome 3q29, a été identifié comme ayant un nombre 
de copies positivement associé à la prévalence de l’hypertension, chez les individus SLSJ et 
ADVANCE. Chez les individus SLSJ, les porteurs de la duplication présentent un risque 
accru pour l’hypertension artérielle (Odds ratio, OR=3,55). Alors que chez les individus 
ADVANCE, les porteurs de la délétion ont tendance à être protégés contre l’hypertension 
(OR=0,70). Ce CNVR est localisé près du gène MUC20 dont la répétition en tandem a 
précédemment été associée aux lésions et réparations rénales [162]. MUC20 est également 
surexprimé dans le tissu rénal des patients atteints de néphropathie à immunoglobulines A 
(IgA) [163] ou maladie de Berger, qui développent aussi une hypertension artérielle [164]. 
L’hypertension paraît donc ici secondaire au développement de la néphropathie. 
 
Le nombre de copies du locus de CNVR situé sur le chromosome 19q13.12 est apparu 
négativement associé à la prévalence de l’hypertension artérielle, chez les individus SLSJ et 
MONICA. Ainsi, les porteurs de la délétion à ce locus présentent un risque augmenté pour 
l’hypertension (OR=2,00 par perte de copie) et essentiellement une pression systolique plus 
élevée (β=0,13 par perte de copie), dans les deux cohortes. Ce CNVR englobe en partie le 
gène codant le récepteur 3 des acides gras libres, appartenant à la famille des récepteurs 
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couplés aux protéines G (FFAR3/GRP41). Le propionate est un acide gras à courte 
chaîne, produit par la flore microbienne de l’intestin. Il a été démontré que l’action 
hypotensive du propionate est en partie médiée par Ffar3, chez la souris. Notamment, une 
interférence entre la flore intestinale et les systèmes cardiovasculaire et rénal, a été 
identifiée [165]. Il apparaît qu’une variation dans le nombre de copie à ce locus de CNVR 
affecterait naturellement, et de façon quantitative, la pression sanguine humaine à travers la 
modulation de l’expression de FFAR3, en réponse à une stimulation du propionate. De plus, 
ce CNVR est localisé dans un QTL relié à l’indice de masse corporelle, ce qui suggère une 
influence sur le stockage des graisses. La variabilité en nombre de copies observée au 
niveau de FFAR3 pourrait résulter d’une pression sélective imposée par la diète au cours de 
l’évolution. En effet, ces 5000 dernières années, la pression sélective aurait atteint un 
rythme 100 fois supérieur à tout autre période de l’évolution humaine, principalement du 
fait de changements démographiques importants [166]. Aussi, de nombreux ajustements 
génétiques ont accompagné les transformations alimentaires survenus lors de l’avènement 
de l’agriculture. Par exemple, le nombre de copies du gène de l’amylase salivaire (AMY1) 
est plus élevé chez les populations ayant été exposées à une alimentation riche en amidon 
durant l’évolution [116], ce qui suggère une influence de ce CNV sur la réponse 
glycémique suivant la consommation d’amidon [167]. D’autre part, des mutations dans le 
gène de la lactase ont été associées à la persistance de cette enzyme chez les Européens et 
certaines populations pastorales [168,169]. 
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CNVs et QTLs 
Les CNVRs identifiés dans cette étude, influencent des gènes ou sont situés dans 
des QTLs principalement reliés aux réponses inflammatoires et immunitaires, au système 
rénal ainsi qu’aux lésions/réparations rénales. Certains gènes sont également spécifiques 
aux primates et/ou semblent avoir évolué par duplications successives et spécifiques à 
l’évolution humaine. Schlattl et al. [93] ont observé que les CNVs sont plus fortement 
corrélés à l’expression des gènes que les SNPs, et suggèrent que les CNVs seraient souvent 
la cause de l’expression des QTLs. En ce qui à trait aux QTLs identifiés par Hamet et al. 
[151] dans la même population du SLSJ, ils apparaissent majoritairement reliés à des 
facteurs anthropométriques et hémodynamiques, ce qui expliquerait la non-correspondance 
avec les CNVRs identifiés ici. L’ensemble des résultats présentés dans cette étude 
suggèrent que les CNVs associés à l’hypertension dériveraient d’une pression sélective 
imposée par l’environnement (notamment la diète et les maladies infectieuses), au cours de 
l’évolution humaine.  
 
Les limites de l’étude 
La présente étude comporte également plusieurs limites, principalement d’ordre 
technique. En ce qui concerne la transmission des CNVs, les méthodes de détection des 
CNVs, employées ici, sont limitées à la détection du nombre de copies global et ne 
fournissent pas d’information sur le nombre de copies présent sur chaque chromosome 
homologue. En ce qui à trait à la région 17q21.31, l’utilisation de méthodes de validation ne 
tenant pas compte de la grande complexité de la région, ne permet pas d’évaluer avec 
précision le nombre de copies en présence [170]. En effet, la région d’intérêt sur 17q21.31, 
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analysée ici, comprend des familles de gènes hautement dupliqués et à fort pourcentage 
d’identité. Néanmoins, les sondes TaqMan ont été construites de façon à éviter toute 
hybridation compétitive. De plus, l’analyse d’association n’a pas pris en compte l’effet 
potentiel des haplotypes (H1 et H2) sur les loci CNVR1 et CNVR2. Toutefois, nos résultats 
ont montré une faible corrélation entre le nombre de copies au locus CNVR1 et l’haplotype 
H2. Finalement, dans cette étude, la petite taille des cohortes (particulièrement SLSJ) limite 
l’atteinte d’un seuil de significativité statistique à l’échelle génomique.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
En somme, les différents tests statistiques employés, l’utilisation de la cohorte 
familiale du Saguenay-Lac-St-Jean (SLSJ) comme cohorte de découverte et des cohortes 
ADVANCE et MONICA, comme cohortes de réplication, ont permis de révéler de 
nouvelles régions de CNVs communs associés à l’hypertension ou à l’hypertension 
associée au diabète de type 2. 
 
Essentiellement, l’étude pangénomique menée sur l’hypertension associée au diabète 
(SLSJ), et sa réplication (ADVANCE) couplée à des études fonctionnelles (CARTaGENE) 
ont conduit à l’identification d’un biomarqueur, LOC644172, pour les complications du 
diabète de type 2. Il reste à valider l’effet du LOC644172 dans une large population et 
éventuellement à estimer si ce biomarqueur peut effectivement permettre d’améliorer la 
stratification du risque et l’orientation du traitement des pathologies cardiovasculaires. De 
plus, des études additionnelles sont nécessaires afin de déterminer les mécanismes par 
lesquelles le pseudogène LOC644172 régulerait l’expression de MAPK8IP1.  
 
D’autre part, le score de risque pondéré des CNVRs élaboré dans la population SLSJ 
devrait être testé dans une population générale afin de déterminer s’il permet effectivement 
de détecter les sujets plus à risque de développer l’hypertension précocement. De plus, 
l’étude d’association pangénomique avec l’hypertension (SLSJ) a permis l’identification de 
six régions de CNVs incluant le locus 19q13.12 (comprenant FFAR3) dont l’effet a été 
répliqué chez les sujets MONICA. Une étude plus approfondie de FFAR3 nécessite 
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l’analyse de phénotypes supplémentaires, l’utilisation d’une plus large cohorte de 
réplication et des études fonctionnelles.  
 
Cette étude suggère que l’étiologie de l’hypertension ou de l’hypertension associée 
au diabète de type 2 est affectée par des effets additifs ou interactifs de CNVs. Ces CNVs 
auraient été fixés du fait d’une pression sélective imposée par l’environnement, au cours de 
l’évolution humaine. Leur relation avec la précocité du développement de l’hypertension 
artérielle ou du diabète de type 2 souligne l’effet génétique indépendamment de l’âge. Plus 
spécifiquement, ces résultats suggèrent l’origine causale de ces CNVs sur un vieillissement 
vasculaire précoce. Les futurs travaux d’analyse requièrent l’utilisation de méthodes à haute 
résolution pour la détection et la validation des segments de CNVs. 
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Supplemental Appendix Chapter II- METHODS 
 
The sibling risk ratio (λs) in French Canadians 
 
λs by age groups was calculated, where λs indicates the increased risk of hypertension in 
siblings of affected cases (of our family-based cohort), compared with the risk of 
hypertension in the general Saguenay-Lac-St-Jean population as a component of the 
Canada heart health study1, 2. 
 
λs ═ Number of hypertensive siblings of affected cases / Expected number of affected cases 
of the same age category 
 
 
CNV detection and selection 
 
We performed a principal component analysis (PCA) using 147,088 SNPs to quantify the 
genetic divergence in ADVANCE subjects of European ancestry, which outputs each 
individual’s coordinates along the principal axes of variation. The two first principal 
components (PC1 and PC2) corresponding to the Northwest and Southeast Europe axes of 
variation were obtained using smartpca (EIGENSOFT 3.03). These two PCs were used as 
covariates in subsequent association analysis.  
 
In FC and ADVANCE subjects, CNV calls were made using PennCNV4 and further 
analyzed with the ParseCNV algorithm5. PennCNV implements a Hidden Markov Model 
(HMM) that integrates multiple sources of information, including Log R ratio (LRR; a 
measure of total probe signal intensity) and B allele frequency (BAF; a measure of the 
relative intensity ratio of the two allelic probes), to infer copy-number from individual 
genotype samples. A quality control (QC) filtering step was applied at both the sample 
genotype and CNV level. Duplicate samples and samples with bad contrast readings were 
removed from cell files. The remaining cell files were analyzed using the Affymetrix power 
 
 
 
iii 
tools and only files with a QC call-rate higher than 86% were retained. Individuals with 
sex-mismatch, ethnicity or relatedness issues were also removed, leaving a data set of 181 
FC and 3449 ADVANCE genotyped individuals. Raw CNV calls were further filtered to 
retain only those CNVs with a CNV quality score greater than 10 and with detection by a 
minimum of 6 probes and a minimum CNV call length of 500bp.  
 
ParseCNV5 creates probe-based statistics for the cleaned CNVs called by PennCNV, which 
are then used to determine Copy-number Variant Regions (CNVRs). The probe-based 
statistics are then tested for case control association by Plink6 using a Fisher exact test and 
probes without nominal significance (P < 0.05) are discarded from further association 
testing. We modified this procedure for ADVANCE subjects to test the probe based 
statistics in Plink using logistic regression with covariates namely sex, PCs and genotyping 
chip. The output from the probe-based association tests is then used by ParseCNV to merge 
significant probes into CNVRs based on probe proximity (<1 MB) and comparable 
significance (±1 log P-value) of neighbouring probes. CNVRs are defined in a dynamic 
manner that allows for a complex CNV overlap while maintaining precise state-specific 
association region and allows flexible boundaries for complex CNVs. Finally, p-values for 
case/control association of the CNVRs are determined separately for duplications and 
deletions using two-tailed Fisher exact tests.  
We used the Birdsuite tool set7 in combination with Plink6 as an independent method of 
calling CNVs in FC and for calling CNVs in CPM subjects. To infer copy-number from 
individual genotype samples; the Birdseye algorithm from Birdsuite also implements a 
HMM, including LRR and BAF, while a second Birdsuite algorithm, Canary, uses a one-
dimensional Gaussian mixture model to detect common CNVs. The outputs from Birdseye 
and Canary were combined to produce a unified call of CNVs and these two algorithms are 
hereafter referred to as one algorithm. A QC filtering step was also applied and arrays with 
an overall call rate less than 86% were discarded from further analysis. One Czech Post-
Monica individual was excluded based on the coarse grain population stratification using 
Hapmap phase 3 (only 78% Caucasian genome structure), leaving a data set of 187 Czech 
Post-Monica genotyped individuals. 
 
 
 
iv 
The Plink package6 was used to perform association analyses of the CNVRs (determined by 
ParseCNV) with hypertension, in taking in consideration families, when appropriate. 
Analyses were realized separately for duplications and deletions. P-values were estimated 
using 1-sided and 2-sided permutation-based tests (100,000) for hypertension vs. 
normotension at each CNVR. CNVRs with p-values less than 5% were selected for further 
testing.  
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Figure S1. The sibling risk ratio (λs) of hypertension per age group in French 
Canadians. We observed a strong familial clustering in younger individuals, the highest λs 
being for cases occurring between 18 and 24 years, ~27. Augmented λs for hypertension 
reflects increased genetic susceptibilities of our cohort, compared to the general population 
of Saguenay-Lac-St-Jean (SLSJ). However, the siblings may differ by environmental risk 
factors for hypertension, thus increasing the risk of hypertension independently of genetic 
effects. 
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Figure S2. Summary of study design 
 
  
 
 
 
vii 
 
Figure S3. Prevalence of Hypertension and Duplication-CNVRs identified in FC. 
Copy-Number:CN; Gain-carriers: carry CN>2. 
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Figure S4. Prevalence of Hypertension and Deletion-CNVRs identified in FC. Copy-
Number:CN; Loss-carriers: carry CN<2. 
  
 
 
 
ix 
 
 
 
Figure S5.Frequency of selected CNVRs. Frequencies of all identified CNVRs are 
represented; dup=duplication; del=deletion. 
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Figure S6. Most selected CNVRs map to human QTLs. Identified CNVRs according to 
the QTLs they overlap. Most reported CNVRs lie mainly within human QTLs related to 
immune and inflammatory responses, although the CNVR at 21q21.1 does not correspond 
to any QTL. AASTH=Allergic/Atopic Asthma, OSTEAR=Osteoarthritis, RA=Rheumatoid 
Arthritis and COPD12=Chronic Obstructive Pulmonary disease, BW=Body Weight, 
BP=Blood Pressure. 
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Figure S7. The CNV risk score in pedigrees. The CNV risk score ranges from -26% to 
36%. A/Members of family 76 were at high risk for hypertension and appeared all 
hypertensives; B/Members of family 78 carried the deletion at 17p11.3 and were mostly at 
moderate risk for hypertension, with 31029 having the highest CNV risk score, as she 
carried the complete loss. She was at high risk for hypertension and affected by 
hypertension at 33 years old; B/Members of families 125 showed relatively low and 
moderate risk for hypertension. They appeared mainly normotensives; D/Members of 
families 47 showed rather high CNV scores and appeared mainly hypertensives. However 
some members were at moderate risk, while all low risk members were normotensives. 
Squares indicate male, circles indicate female and affected family members are represented 
by filled black square or circle. A cross through a circle or a square specifies the individual 
is either deceased or ungenotyped.  
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Figure S8. Replication in Czech Post-MONICA (CPM) and ADVANCE. A- The dose 
effect of 19q13.12-loss identified in FC, was replicated in CPM subjects. B- In 
ADVANCE, we confirmed that CN gain at 3q29 increased the risk for hypertension, 3q29-
loss showing a strong protective effect. Copy Number=CN; Gain-carriers: carry CN>2; 
Loss-carriers: carry CN<2. Positions are given relative to UCSC Hg19.  
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